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Resumo 
 
Kringel, Dianini Hüttner. Encapsulação do óleo essencial de laranja em β-
ciclodextrina: Ação antifúngica e aplicação em bolos. 2019. 176 f. Tese 
(Doutorado em Ciência e Tecnologia de Alimentos) – Programa de Pós-Graduação 
em Ciência 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 condições na formação e estabilidade de complexo de 
inclusão entre ciclodextrinas (CDs) e óleo essencial de laranja (OEL) pela técnica de 
co-precipitação, utilizando a β-ciclodextrina comercial (β-CD). Os complexos de 
inclusão foram avaliados quanto à sua composição química, morfologia, estabilidade 
térmica e análise de compostos voláteis. A perda lenta dos compostos voláteis do 
óleo essencial, quando complexado com β-CD, mostrou maior estabilidade em 
comparação com sua mistura física e com a sua forma livre. Portanto, os resultados 
mostraram que o uso da β-CD na formação de complexos de inclusão com óleo 
essencial de laranja pode expandir para potenciais aplicações em alimentos. No 
segundo estudo objetivou-se produzir CDs a partir de amido de trigo germinado e 
não germinado, para encapsulação de OEL e avaliar a estabilidade térmica do 
complexo de inclusão formado. O complexo de inclusão formado entre CDs/OEL 
melhorou a estabilidade térmica do OEL, promovendo sua proteção em altas 
temperaturas. Apesar do resultado promissor, a dificuldade em separar as 
ciclodextrinas e os açúcares redutores da solução e o baixo rendimento obtido, 
inviabilizou a utilização destas nas seguintes etapas. Sendo assim, optou-se por 
utilizar a ciclodextrina comercial, que apresentou resultados satisfatórios no primeiro 
estudo. Com o terceiro estudo objetivou-se avaliar o efeito do processo utilizado 
(electrospinning ou electrospraying) na eficiência de encapsulação do OEL. O 
processo de electrospinning mostrou-se mais eficiente para a encapsulação do OEL, 
com alta eficiência de encapsulação (75-90%). No quarto estudo, foi avaliada a 
atividade antifúngica in vitro do OEL contra seis isolados de Aspergillus spp. bem 
como a atividade antifúngica in situ do OEL, na forma livre e encapsulada, em bolos. 
Os resultados mostraram que o OEL aumentou a estabilidade microbiológica de 
bolos, atrasando a contaminação fúngica de 30 para 150 dias. No último estudo, o 
OEL na forma livre e encapsulado em β-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 após 3 e 6 meses de armazenamento. 
O bolo com β-CD/OEL apresentou maior volume após armazenamento da respectiva 
pré-mistura por 6 meses; menor dureza e menor percentual de amido hidrolisado 
após digestibilidade in vitro. Por outro lado, na análise sensorial, o bolo com OEL 
livre foi o preferido por 60% dos julgadores. 
 
Palavras-chave: encapsulação, óleo essencial de laranja, ciclodextrinas, 
Aspergillus, bolos.  
 





 

Abstract 
 
Kringel, Dianini Hüttner. Encapsulation of orange essential oil in β-cyclodextrin:  
Antifungal action and application in cakes. 2019. 176 f. Thesis (PhD degree in 
Food Science and Technology) – Programa de Pós-Graduação em Ciência 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 β-cyclodextrin (β-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 oil 
volatile compounds, when complexed with β-CD, showed greater stability compared 
to its physical mixture and its free form. Therefore, the results showed that the use of 
β-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 β-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 β-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 Introdução 

A deterioração de produtos representa um sério problema para a indústria de 

panificação resultando em perdas econômicas significativas (SAMAPUNDO et al., 

2016) que podem variar entre 1 e 5% dependendo das estações do ano, do tipo de 

produto, das práticas sanitárias, das condições de processamento e armazenamento 

e embalagem. Os fungos são os principais agentes responsáveis pela deterioração 

das matérias-primas e produtos acabados de panificação. Além dos defeitos visuais, 

os fungos são responsáveis pelos off flavours, além de sintetizar micotoxinas e 

compostos alergênicos (RIZELLO et al., 2017).  

Dentre os produtos de panificação, os bolos industrializados são altamente 

suscetíveis à deterioração por fungos devido ao seu longo tempo de 

armazenamento (> 45 dias) e sua alta atividade de água (aw) (0,78-0,95), ideal para 

o crescimento deste tipo de micro-organismo. Embora a contaminação fúngica nos 

estágios iniciais de preparo dos produtos seja notória, ela não é considerada a 

questão mais crítica, uma vez que a microbiota inicial pode ser destruída pelo 

tratamento térmico (forneamento). A contaminação pós-forneamento (ar, manuseio 

do produto e equipamento mal higienizado) é a questão mais preocupante para a 

estabilidade microbiológica de bolos (MORASSI et al., 2018) sendo Penicillium spp. 

e Aspergillus spp. os gêneros predominantes neste tipo de produto (RIBES et al., 

2017; SIRISOONTARALAK et al., 2017; DEBONNE et al., 2018).  

Com o intuito de assegurar a estabilidade microbiológica dos produtos de 

panificação, a indústria desenvolve uma série de estratégias, que incluem o uso de 

matérias-primas de alta qualidade e a prevenção da contaminação pós-forneamento 

(MORASSI et al., 2018). Além destas alternativas, o prazo de validade dos produtos 

de panificação pode ser ampliado pela adição de conservantes químicos 

(SAMAPUNDO et al., 2016). No entanto, as crescentes tendências dos 

consumidores por produtos alimentícios mais naturais e saudáveis levando a uma 

mudança na percepção do consumidor em relação aos conservantes químicos 

alimentares, têm impulsionado a busca por alternativas mais seguras para a 

conservação de alimentos, além de preservar as propriedades sensoriais do produto 

(RIBES et al., 2017; DEBONNE et al., 2018). Nesse sentido, os óleos essenciais 

surgem como alternativas potenciais para o uso de conservantes sintéticos, por 

apresentarem em sua constituição, compostos ativos com propriedades antifúngicas 

(GONÇALVES et al., 2018). Existem vários trabalhos na literatura relatando o 
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potencial antifúngico de óleos essenciais de citros (VELÁZQUEZ-NUÑEZ et al., 

2013; JING et al., 2014; TAO et al., 2014; SIMAS et al., 2017).  

O óleo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) pode ser classificado 

como uma mistura de terpenos, hidrocarbonetos e compostos oxigenados, 

considerados quimicamente instáveis. Em função de sua natureza insaturada podem 

ser facilmente oxidados por influência da luz, do ar e da umidade (GALVÃO et al., 

2015). Este fato justifica as crescentes pesquisas que buscam alternativas para a 

proteção do óleo essencial de laranja, destacando-se a encapsulação (ASCHERI et 

al., 2003).   

Atualmente existem muitas técnicas utilizadas para a encapsulação de 

compostos tais como, liofilização, 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 aplicação de uma 

alta voltagem que carrega positivamente a solução polimérica contida em uma 

seringa. A solução é bombeada, e por atração e transporte da solução em direção a 

um coletor, carregado negativamente, as fibras ou cápsulas com potencial de 

encapsular compostos são formadas (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 

2014).   

Outra alternativa para a proteção do óleo essencial de laranja é a formação de 

complexos de inclusão com ciclodextrinas (CDs) (WADHWA et al., 2017). As CDs 

possuem uma estrutura característica particular, com cavidades internas 

hidrofóbicas e extremidades essencialmente hidrofílicas (HUNDRE et al., 2014). 

Essa característica é responsável pela formação de complexos de inclusão com 

substâncias orgânicas e inorgânicas, alterando as suas características físicas e 

químicas (SHAO et al., 2014) conferindo maior solubilidade em soluções aquosas 

(LIANG et al., 2012) e fornecendo estabilização e proteção para as moléculas, 

contra reações de degradação e oxidação (TAO et al., 2014). Além disso, a 

liberação dessas moléculas pode ser controlada e/ou retardada pelo próprio 

complexo de inclusão (KFOURY et al., 2016; KAYACI; UYAR, 2012a). A formação e 

a estabilidade do complexo de inclusão são dependentes da compatibilidade entre a 

CDs e a molécula bioativa (FATHI et al., 2014). 

Na indústria de alimentos, as ciclodextrinas são principalmente aplicadas para 

melhorar a retenção de sabor em alimentos submetidos a tratamentos térmicos, e 

como material de parede para encapsulação de substâncias sensíveis à 
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temperatura, como antioxidantes e óleos essenciais, visando melhorar as 

propriedades sensoriais de alimentos (GARCÍA-SEGOVIA et al., 2011; ASTRAY et 

al., 2009). 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos não redutores compostos por 

unidades de D-glicose unidas por ligações α-1,4, sendo as principais e mais comuns 

CDs aquelas compostas de seis, sete e oito unidades de glicose, denominadas α, β 

e γ- CDs, respectivamente (MATENCIO et al., 2017; KAYACI; UYAR, 2012b; 

IBRAHIM et al., 2011). Estes oligossacarídeos são produzidos a partir de amido ou 

derivados de amido por meio de hidrólise enzimática (CELEBIOGLU; UYAR, 2013) 

catalisada pela ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) (DURA; ROSELL, 2016; 

MARQUES, 2010). Tendo em vista que durante o processo de germinação são 

produzidas enzimas amilolíticas, principalmente α e β-amilases, que são 

responsáveis por converter o amido em açúcares redutores, como maltose, glicose e 

dextrinas (MURALIKRISHNA; NIRMALA, 2005), pressupõe-se que o amido de trigo 

germinado seja um substrato promissor para a produção de CDs. 

Existem diversos trabalhos sobre a produção de CDs, otimizando parâmetros 

como, concentração de substrato e de enzima, tempo, temperatura e pH ótimos de 

reação (ZHEKOVA et al., 2009; MORIWAKI et al., 2009; IBRAHIM et al., 2011; 

SCHÖFFER et al., 2013; MORIWAKI et al., 2014; SAKINAH et al., 2014). Além 

disso, nos últimos anos têm crescido significativamente o número de trabalhos 

focando na aplicação de CDs purificadas, como complexos de inclusão para 

encapsulação de diversos compostos nas mais variadas aplicações (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 condições de produção até a aplicação das 

ciclodextrinas como material de parede para encapsulação são escassos. Além 

disso, não foram encontrados estudos que relatam a produção de CDs a partir de 

amido de trigo germinado.  

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi encapsular o óleo essencial de 

laranja em β-ciclodextrina e aplicar em bolos; avaliando sua atividade antifúngica 

frente à Aspergillus spp.  
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2 Revisão bibliográfica 

2.1 Amido 

O amido é um biopolímero semicristalino, considerado a principal fonte de 

reserva de muitos vegetais, podendo ser encontrado em cereais, raízes, tubérculos, 

sementes e frutas. Os grânulos de amido podem variar em tamanho, forma, 

estrutura e composição química, dependendo de sua origem botânica, e são 

constituídos por moléculas de amilose e amilopectina (ZAVAREZE; DIAS, 2011). A 

funcionalidade do amido depende principalmente da maneira pela qual estas duas 

frações estão organizadas dentro da estrutura granular (BELLO-PEREZ et al., 2006). 

A amilose (Figura 1a) é uma cadeia essencialmente linear formada por 

unidades de glicose unidas por ligações glicosídicas α-1,4, apresentando grau de 

polimerização entre 500 e 2000 unidades de glicose. A amilopectina (Figura 1b) é 

caracterizada pelo alto grau de ramificação, sendo a sua estrutura formada por 

unidades de glicose unidas por ligações do tipo α-1,4 na cadeia principal, mas com 

cerca de 5 a 6% de ligações α-1,6 nos seus pontos de ramificação. A amilopectina 

apresenta grau de polimerização da ordem de 104 a 105, sendo comum a presença 

de 20 a 30 unidades de glicose (TESTER et al., 2004; ROCHA et al., 2008). 

 

 

Figura 1. Estrutura molecular da amilose (a) e da amilopectina (b). 

Fonte: CORRADINI et al. (2005). 
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Os grânulos de amido estão organizados em regiões cristalinas e amorfas, e 

estas regiões são dependentes da presença de macromoléculas lineares e 

ramificadas. As regiões cristalinas, consideradas as mais ordenadas, são formadas 

pela fração linear das moléculas de amilopectina e são responsáveis por manter a 

estrutura do grânulo, controlar seu comportamento na presença de água e sua 

resistência a ataques químicos e enzimáticos.  A região amorfa é constituída pelas 

cadeias de amilose e também pelas regiões ramificadas da amilopectina (PÉREZ; 

BERTOF, 2010).  

O amido pode ser degradado através de hidrólises ácida, ácida-enzimática, ou 

apenas enzimática, mas a utilização de enzimas amilolíticas, em substituição às 

substâncias químicas, apresenta algumas vantagens, tais como: segurança, menor 

impacto ambiental, além de possibilitar maior controle da reação, devido à 

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

 

2.1.1 Hidrólise enzimática de amido 

As principais enzimas envolvidas na degradação do amido podem ser 

simplificadamente classificadas em amilases, que hidrolisam as ligações do tipo α-

1,4, e amilases desramificantes que hidrolisam as ligações do tipo α-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 são capazes de hidrolisar moléculas 

de amido liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e pequenos polímeros 

compostos de unidades de glicose, e podem ser classificadas em três categorias, as 

α-amilases, chamadas de endoamilases, que catalisam as hidrólises de forma 

aleatória no interior da molécula de amido, liberando oligossacarídeos de diversos 

tamanhos, as β-amilases ou exoamilases, que hidrolisam as ligações glicosídicas a 

partir da extremidade não redutora da molécula, liberando glicose ou maltose e por 

fim, as glucoamilases ou amiloglucosidases, responsáveis por liberar unidades de 

glicose do terminal não-redutor das moléculas do substrato.  

As ligações glicosídicas do tipo α-1,6 podem ser hidrolisadas pelas chamadas 

enzimas desramificantes, exemplos destas enzimas são as isoamilases e 

pululanases (CAI et al., 2010). 
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Figura 2. Representação esquemática da ação das enzimas envolvidas na 

degradação do amido. 

Fonte: Van Der Veen et al., (2000). 

 

Entre as enzimas envolvidas no processo de degradação do amido, encontra-

se também o grupo das transferases, que são enzimas que quebram ligações 

glicosídicas α-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador a um aceptor 

glicosídico com a formação de uma nova ligação glicosídica (MARTINS; HATTI-

KAUL, 2003). Dentre as transferases, destaca-se a enzima ciclodextrina 

glicosiltransferase, de grande interesse industrial. 

A ciclodextrina glicosiltransferase (CGTase) é uma endoenzima, da família das 

α-amilases, que catalisa quatro tipos de reações através da clivagem das ligações 

glicosídicas α-1,4 presentes na parte interna da cadeia de um polissacarídeo. A 

CGTase apresenta uma atividade menor em reações de hidrólise, catalisando 

principalmente três reações de transglicosilação: ciclização, acoplamento e 

desproporcionalização (Figura 3) (DURA; ROSELL, 2016; ROMÁN et al., 2016).  
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Figura 3. Representação esquemática das reações catalisadas pela enzima 

ciclodextrina glicosil transferase. A) ciclização/acoplamento; B) 

desproporcionalização e C) hidrólise. 

Fonte: SVENSSON et al. (2009). 

 

Segundo Van Der Veen et al. (2000), a principal reação catalisada pela enzima 

CGTase é a reação de desproporcionalização, onde ocorre a clivagem de um 

oligossacarídeo linear, sendo uma das partes transferida para outro aceptor, 

também linear. A ciclização ocorre quando a extremidade não redutora de um 

oligossacarídeo linear é ligada em sua própria estrutura, dando origem as chamadas 

ciclodextrinas.  Na reação de acoplamento, inversa a ciclização, ocorre a abertura de 

um anel de ciclodextrina seguida pela transferência para outro oligossacarídeo 

linear. 

 

2.2 Amido de trigo 

O trigo destaca-se por ser o cereal mais cultivado no mundo, e o amido, o 

componente presente em maior quantidade tanto no grão quanto na farinha, é a 

principal reserva energética em plantas de trigo, representando 65% do peso seco 
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final dos grãos (LI et al., 2016). Além disso, é considerado um ingrediente 

multifuncional na indústria de alimentos (YONEMOTO et al., 2007).  

No endosperma do grão de trigo, o amido se apresenta na forma de grânulos, 

sendo que sua forma, tamanho e estrutura são fatores determinantes na 

funcionalidade do amido (ZHANG et al., 2016). O amido de trigo possui distribuição 

bimodal em relação ao tamanho, apresentando duas formas distintas de grânulos: 

grânulos tipo A e B (Li et al., 2016). Os grânulos tipo A apresentam formato lenticular 

com um diâmetro > 10μm, enquanto os grânulos de amido tipo B são de formato 

poligonal ou esférico, com diâmetro ≤10 μm (WANG et al., 2014).  

A composição química do amido de trigo depende de diversos fatores, 

principalmente àqueles relacionados à origem genética e condições ambientais 

(clima, qualidade do solo, fertilização, temperatura, tempo de semeadura, 

precipitação). A cultivar do trigo exerce grande influência no teor de amilose e 

amilopectina dos grânulos de amido, mas ela não é um fator isolado.  Outro fator 

determinante são as condições ambientais a que este trigo foi exposto, que 

influenciam diretamente na proporção destas macromoléculas e também na 

atividade de enzimas envolvidas na biossíntese do amido (ROSICKA-KACZMAREK 

et al., 2016). 

 

2.2.1 Amido de trigo germinado 

As frequentes ocorrências de chuvas no período da colheita do trigo levam a 

elevada incidência de grãos germinados, o que afeta diretamente sua qualidade 

tecnológica (BARANZELLI et al., 2018). A germinação é um processo onde ocorre 

redução das reservas acumuladas para a geração de uma nova planta, ou seja, 

reservas como amido e proteínas, principalmente, sofrem o ataque de enzimas, e 

são hidrolisados em moléculas menores (POPINIGIS, 1985).  

Segundo Popinigis (1985), o aumento da atividade enzimática, principalmente 

de α e β-amilases, é observada durante as primeiras fases da germinação. A 

atividade hidrolítica é de suma importância, pois converte substâncias de reserva, 

principalmente o amido, em açúcares menores, utilizados como substratos para o 

processo respiratório, que consequentemente garante o aporte energético para a 

germinação.  

O processo de degradação das reservas altera a qualidade tecnológica dos 

grãos e farinhas, sendo a principal ateração o aumento da atividade de enzimas 
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amilolíticas (amilases), que atuam sobre o amido, convertendo-o a açúcares 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 alterações observadas na composição e nas propriedades do amido 

germinado podem ser interessantes para produtos que necessitam de amidos com 

propriedades específicas para determinadas aplicações (CEREDA, 2002), como por 

exemplo, para a produção de ciclodextrinas, que são produzidas por meio da 

conversão enzimática 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 

produção 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 não existem relatos na literatura da utilização de amido de 

trigo germinado como substrato para a produção de ciclodextrinas, avaliando a 

influência do aumento da atividade enzimática amilolítica promovida pela 

germinação. 

 

2.3 Ciclodextrinas 

O amido é um biopolímero semicristalino, utilizado como fonte de reserva de 

muitos vegetais, podendo ser encontrado em cereais, raízes, tubérculos e sementes 

(ZAVAREZE; DIAS, 2011). Ele é considerado o principal substrato para a reação de 

hidrólise das ligações glicosídicas e a subsequente reação de transglicosilação 

intramolecular ou ciclização dos oligossacarídeos, dando origem às chamadas 

ciclodextrinas (ASTRAY et al., 2009; VAN DER VEEN et al., 2000). 

As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos não redutores constituídos por 

unidades de glicose unidas por ligações α (1-4) (YUAN et al., 2016). Dentre as 

ciclodextrinas destacam-se as que contêm seis, sete e oito unidades de glicose, 

denominadas respectivamente de α, β e γ-ciclodextrinas (Figura 4) (ABARCA et al., 

2016). 
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Figura 4. Estrutura química da α, β e γ-ciclodextrinas (a) e representação 

esquemática das ciclodextrinas (b). 

Fonte: Kayaci e Uyar (2012b). 

 

As ciclodextrinas são obtidas a partir da degradação enzimática do amido sob 

ação da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (MAN et al., 2016) capaz de 

catalisar quatro tipos de reações, hidrólise, transglicosilação/ciclização, acoplamento 

e desproporcionamento (DURA; ROSELL, 2016; ROMÁN et al., 2016). 

As características das ciclodextrinas são dependentes da fonte e da 

concentração de amido, da concentração de enzima, do tempo de reação, da 

temperatura e do pH. O produto obtido a partir da conversão enzimática é 

normalmente uma mistura de αβ e γ-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 características 

distintas e esse fato é justificado provavelmente em função das diferenças na 

estrutura física dos grânulos de amido e às suas propriedades (MORIWAKI et al., 

2009).  

Segundo Carneiro et al. (2006), a maneira que os resíduos de glicose 

presentes no anel das ciclodextrinas se arranjam, hidroxilas secundárias (C2 e C3) 

situadas em uma das extremidades do anel enquanto as hidroxilas primárias (C6) 

em outra, resultam em moléculas com formato cilíndrico, do tipo “cone truncado” 

(Figura 5). Em função dessa conformação, as extremidades hidrofílicas apresentam 

capacidade de se dissolver em água enquanto as suas cavidades internas 

hidrofóbicas possibilitam a formação de complexos de inclusão com diversas 

substâncias orgânicas e inorgânicas (HUNDRE et al., 2015; SHAO et al., 2014; ZHU 

et al., 2014). 
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Figura 5. Estrutura tipo "cone truncado" característico de ciclodextrina. 

Fonte: CARNEIRO et al. (2006). 

 

Entre todos os tipos de ciclodextrinas, a β-CD é a mais utilizada principalmente 

para a formação de complexos de inclusão, pois sua cavidade permite hospedar 

moléculas na faixa de massa molecular da maioria das moléculas de interesse, entre 

200 e 800 g.mol-1. Outro fator que amplia seu uso é a facilidade de produção, que 

por ser mais estável e menos solúvel em água, facilita a sua separação 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 às outras 

ciclodextrinas (RAKMAI et al., 2017; SHRESTHA et al., 2017). 

 

2.4 Complexo de inclusão 

Complexo de inclusão pode ser definido como o resultado da interação entre 

compostos em que uma molécula hóspede de menor tamanho se encaixa na 

cavidade de outra molécula. Nesse sentido, as ciclodextrinas consideradas como 

cápsulas vazias de determinado tamanho molecular, apresentam a capacidade de 

formar complexos de inclusão com uma ampla variedade de compostos (ASTRAY et 

al., 2009).  

As ciclodextrinas apresentam conformação espacial do tipo “cone truncado”, 

com os grupos hidroxilas primários e secundários voltados para a face externa, 

conferindo caráter hidrofílico para a superfície externa, enquanto a cavidade da 

molécula é essencialmente hidrofóbica (DUCHÊNE; 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 solúveis em água e outras 

substâncias polares (ZHU et al., 2014). Na figura 6 está representada 

esquematicamente a formação de um complexo de inclusão com ciclodextrina, nesta 

imagem o p-xileno é a molécula hóspede e os pequenos círculos representam as 

moléculas de água. 

 

 

Figura 6. Representação esquemática da formação de complexos de inclusão com 

ciclodextrinas. 

Fonte: Martins e Veiga (2002). 

 

Essa capacidade de incorporar compostos no interior da sua cavidade 

hidrofóbica é em função das ligações envolvidas na formação dos complexos, tais 

como força de Van der Waals, interações dipolo-dipolo e/ou pontes de hidrogênio. 

Essas ligações são consideradas fortes o suficiente para permitir a separação do 

complexo mesmo em estado sólido e fraco o suficiente para permitir a liberação da 

molécula encapsulada, quando necessário (VENTURINI et al., 2008). 

A complexação com ciclodextrinas é uma alternativa interessante para 

aumentar a solubilidade aquosa das moléculas encapsuladas, bem como protegê-

las contra reações de oxidação, degradação térmica e evaporação (KAMIMURA et 

al., 2014; SANTOS et al., 2015). Outra aplicação seria a encapsulação de aromas e 

sabor, visando mascarar aromas indesejáveis e consequentemente melhorar as 

características organolépticas dos alimentos (ZHANG et al., 2015). Além disso, a 

formação de complexos de inclusão permite sistemas de liberação controlada de 

aromas (KFOURY et al., 2014), e a complexação com compostos fenólicos 

presentes em vegetais, frutas e bebidas possibilita a redução do escurecimento 

enzimático desses alimentos (CARNEIRO et al., 2006).  
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As funcionalidades das ciclodextrinas as tornam atrativas para diversas 

aplicações nas mais variadas áreas, tais como indústrias de alimentos, químicas, 

farmacêuticas e têxteis, além de ser amplamente utilizadas no ramo da biotecnologia 

e agricultura (SCHÖFFER et al., 2013).  

Uma das aplicações das ciclodextrinas é a formação de complexos de inclusão 

com óleos essenciais e outras substâncias voláteis, a fim de aumentar sua 

estabilidade, pois reduz significativamente suas perdas por evaporação, fornece 

proteção contra reações de oxidação, fotoestabilidade e estabilidade térmica, além 

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

 

2.4.1 Complexos de inclusão com óleos essenciais  

Segundo Marques (2010), diversos compostos altamente voláteis e 

quimicamente instáveis na presença de ar, luz, umidade e calor têm sido estudados 

na formação de complexos de inclusão com ciclodextrinas, dentre eles podem ser 

citados: citral, citronelal, linalol, mentol, óleo essencial de sálvia, de jasmim, de 

canela, de bergamota, de laranja, de limão, e outros monoterpenos como timol e 

geraniol. Os aromas desses compostos, quando inclusos nas ciclodextrinas, 

apresentam menor perda durante o armazenamento, como consequência de sua 

menor exposição à luz e ao oxigênio. Além disso, a complexação garante a eficácia 

em relação à atividade antimicrobiana de alguns óleos essenciais por um maior 

período de tempo (HILL et al., 2013).  

Óleos essenciais são misturas complexas de compostos voláteis de baixo peso 

molecular e insolúveis em água (DIMA; DIMA, 2015), considerados instáveis e 

facilmente degradados por oxidação, volatilização, aquecimento e presença de luz 

se não estiverem protegidos de fatores externos (EL ASBAHANI et al., 2015). Óleos 

essenciais são obtidos a partir de diferentes técnicas de extração, tais como a 

destilação (incluindo a destilação por arraste á vapor), prensagem a frio e 

maceração (SOLÓRZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012). 

As frutas cítricas, tais como a laranja, o limão, a lima e as tangerinas são 

consideradas produtos básicos, sendo o Brasil o principal país produtor 

(BUSTAMANTE et al., 2016). Óleos essenciais extraídos a partir destas frutas 

cítricas apresentam em sua composição uma grande variedade de compostos, 

destes 85-99% são compostos voláteis, e os 1-15% restantes são compostos não 

voláteis. Os compostos voláteis são misturas de monoterpenos, sesquiterpenos e 
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sesquiterpenóides como aldeídos, cetonas, ácidos, álcoois e ésteres (RUIZ; 

FLOTATS, 2014; FAN et al., 2015).  

Os óleos essenciais de citros são amplamente utilizados em alimentos devido 

às suas mais diversas aplicações, tais como, em bebidas, sorvetes e em produtos 

de panificação, além de serem utilizados em indústrias farmacêuticas devido ao seu 

efeito anti-inflamatório e antibacteriano (BOUKROUFA et al., 2015; ALPARSLAN et 

al., 2016).  

 O óleo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck) é constituído por 

aproximadamente 98% de R-limoneno sendo os 2% restantes referentes a uma 

mistura de outros terpenos e aldeídos alifáticos. Devido à sua natureza insaturada, o 

óleo essencial de laranja é considerado quimicamente instável, podendo ser 

facilmente oxidado na presença de luz, ar ou umidade (GALVÃO et al., 2015). Diante 

disto, têm se buscado alternativas para garantir a estabilidade e proteção do óleo 

essencial de laranja. De acordo com Dima; Dima (2015), uma maneira de proteger 

os óleos essenciais durante o processamento, armazenamento e transporte é a 

encapsulação. Sendo assim, uma alternativa promissora é o uso de ciclodextrinas 

como agentes encapsulantes e formadores de complexos de inclusão com óleos 

essenciais.  

 

2.5 Encapsulação 

A tecnologia de encapsulação tem recebido considerável interesse na área de 

alimentos devido aos seus vários campos de aplicações. A encapsulação pode ser 

definida como um processo para aprisionar uma substância (agente ativo) dentro de 

outra substância (material transportador) formando partículas ou cápsulas em escala 

micrométrica ou nanométrica. A substância encapsulada (agente ativo) também é 

designada como núcleo, preenchimento ou fase interna, enquanto os materiais de 

revestimento (material transportador) são conhecidos como material de parede, 

membrana, cápsula, casca ou matriz (NEDOVIC et al., 2011; DEVI et al., 2017).  

A encapsulação possibilita que os agentes ativos sejam protegidos de várias 

condições drásticas, tais como luz, cisalhamento, oxigênio, umidade, calor ou outras 

condições extremas, aumentando assim a sua estabilidade e mantendo a sua 

viabilidade (DEVI et al., 2017). A encapsulação possibilita ainda a liberação 

controlada do agente ativo durante períodos prolongados e sob condições 

determinadas, contribui para o revestimento de sabores indesejáveis, a formação de 
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partículas sólidas, redução da perda de evaporação ou volatilidade, aumento da 

barreira de reatividade para compostos bioativos e melhoria da estabilidade física e 

biológica e vida útil de compostos bioativos (SHISHIR et al., 2018). Esta tecnologia 

tem sido amplamente utilizada em indústrias de alimentos com a finalidade de 

encapsular aromas e sabores (TALEGAONKAR et al., 2016).  

Microencapsulação e nanoencapsulação são as duas formas principais da 

tecnologia de encapsulação, em que ambas têm a função de melhorar a 

funcionalidade do produto. As técnicas de microencapsulação e nanoencapsulação 

podem produzir microcápsulas (1 a 1000 µm), submicron-cápsulas (várias centenas 

de nanômetros a menos de 1 µm) e nanocápsulas (1 a várias centenas de 

nanômetros) (RODRÍGUEZ et al., 2016).  

No processo de encapsulação, o primeiro passo é saber o tipo de sistema mais 

adequado para o composto ativo. Portanto, são necessárias algumas escolhas 

importantes, a primeira é a seleção de materiais encapsulantes adequados para o 

preparo do sistema encapsulado e a outra, é a técnica utilizada para a 

encapsulação. Materiais encapsulados devem ser reconhecidos como materiais 

“geralmente reconhecidos como seguros” (GRAS). Outro fator importante é 

considerar a funcionalidade que se deseja com a encapsulação, as concentrações 

adequadas, o mecanismo de liberação e o requisito de estabilidade (SHISHIR et al., 

2018).  

Os compostos aromáticos são considerados sistemas muito complexos e 

existem muitas variáveis que afetam a sua estabilidade (FATHI et al., 2014). 

Portanto, encapsular compostos voláteis antes de incorporá-los em alimentos ou 

bebidas é uma interessante alternativa para evitar perdas de aroma durante o 

processamento e minimizar as reações de degradação (VOS et al., 2010). Nesse 

sentido, a encapsulação é uma técnica que além de aumentar a estabilidade de 

óleos essenciais, aumenta sua solubilidade, diminuindo a necessidade de uso de 

surfactantes e aumentando a possibilidade de uso dos óleos essenciais como 

aditivos alimentares (OSÓRIO-TOBON et al., 2016).  

Segundo El Asbahani et al. (2015) e Ribeiro-Santos et al. (2017), uma parte 

significativa da literatura trata da encapsulação de óleos essenciais como sendo 

cápsulas de tamanho micro ou nanométrico utilizadas com o intuito de protege-los 

contra fatores ambientais, tais como: oxigênio, luz, umidade, pH e altas 
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temperaturas, além de conferir proteção aos seus compostos bioativos, mantendo 

assim suas propriedades, sejam elas antioxidantes, antimicrobianas, entre outras.  

Dentre as técnicas utilizadas para a encapsulação, destaca-se a emulsificação, 

coacervação, extrusão, gelificação iônica, inclusão molecular, precipitação, 

liofilização, atomização, lipossomas dentre outras (RADÜNZ et al., 2018). Além 

destas técnicas, têm se destacado a técnica de electrospraying, um método de 

encapsulação que utiliza forças elétricas, podendo ser obtidas cápsulas de tamanho 

nanométrico. A principal vantagem desta técnica é a sua elevada eficiência de 

encapsulação e possibilidade de produção em uma única etapa. A formação de 

nanocápsulas depende de diversos fatores, tais como, da massa molecular 

polimérica, da evaporação do solvente, do fluxo e da tensão aplicada 

(ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014).   

No processo de electrospraying a aplicação de uma alta tensão elétrica à 

solução polimérica produz um jato carregado eletricamente, que pode ser dividido 

em gotículas, resultando em partículas de diferentes tamanhos e formas, coletadas 

pelo alvo ligado ao outro eletrodo (Figura 7) (ZAMANI et al., 2013). 

 

Figura 7. Representação esquemática do processo de electrospraying. 

Fonte: Adapatado de Bhushani e Anandharamakrishnan (2014). 

 

Outro fator que exerce influência na eficiência de encapsulação é o material de 

parede a ser utilizado. Embora um único polímero possa ser usado para 

encapsulação, nem sempre um único agente encapsulante possui todas as 

propriedades de um material de parede ideal, assim, recomenda-se uma 
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combinação de polímeros (RUTZ et al., 2016).  Dentre os materiais de parede 

utilizados, destacam-se as ciclodextrinas, com potencial aplicação para 

encapsulação de compostos de sabor e aroma, proporcionando estabilidade à 

oxidação e às perdas por evaporação destes compostos (TALEGAONKAR et al., 

2016). 

O aumento exponencial das publicações relacionadas à utilização de 

ciclodextrinas como material de parede para encapsulação de aromas (Figura 8) e 

sua aplicação em alimentos revela o grande potencial desta tecnologia, que tem 

como principais vantagens a diminuição da volatilidade, o aumento da estabilidade e 

seu potencial mecanismo de liberação controlada (FENYVESI; SZENTE, 2016). 

 

 

Figura 8. Número acumulado de artigos científicos utilizando ciclodextrinas como 

material de parede para encapsulação de aromas e sabores. 

Fonte: Fenyvesi e Szente (2016). 

 

A encapsulação adequada das moléculas ativas depende da sensibilidade 

desta (estabilidade térmica) e da natureza (solubilidade em óleo e água) dos 

componentes ativos. A liberação do componente ativo pode ser controlada por 

vários processos, tais como: processo mecânico, variações de pH (condições ácidas 

estomacais, neutras intestinais), ações enzimáticas ou ainda por outros estímulos 

externos (DEVI et al., 2017). Segundo Kfoury et al. (2016), a liberação de moléculas 

ativas encapsuladas em ciclodextrinas é principalmente influenciada por fatores 

ambientais específicos, como temperatura e umidade relativa (UR), sendo o “gatilho” 

da liberação 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 são aplicados em alimentos visando principalmente o 

fornecimento de suplementos, alterações na solubilidade, sabor, textura e cor, além 

de fornecer compostos com propriedades antioxidantes e antimicrobianos. Existem 

vários processos de encapsulação patenteados por indústrias para uso em 

alimentos. No entanto, apenas alguns estudos relacionados à aplicação de 

compostos encapsulados em alimentos foram relatados, como por exemplo, 

aplicação de microcápsulas contendo licopeno em bolo, óleo de linhaça em pão, 

curcumina em sorvete e iogurte e pigmentos de pimentão vermelho em iogurte 

(RUTZ et al., 2016).  

Segundo He e Hwang (2016), as principais aplicações de materiais 

encapsulados em alimentos são: na proteção contra deterioração microbiológica, 

através de agentes antimicrobianos e aumento da biodisponibilidade de compostos 

bioativos; no aperfeiçoamento das propriedades físicas dos alimentos, através do 

uso de aditivos de cor, antiaglomerantes entre outros; em embalagens ativas e 

inteligentes; na encapsulação de sabores e aromas e compostos bioativos e na 

segurança alimentar. Na área de embalagens, a encapsulação apresenta aplicações 

tais como, aumentar a vida útil 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 encapsulação auxilia no desenvolvimento 

de novos produtos, onde o uso de ingredientes alimentares encapsulados oferece 

melhorias em propriedades de consistência, sabor e textura (CUSHEN et al., 2012). 

Nesse contexto, uma possível aplicação de materiais encapsulados em alimentos é 

a encapsulação de óleos essenciais e sua aplicação como aditivos alimentares em 

bolos, visando conferir a melhoria das suas propriedades físicas e sensoriais e 

estabilidade durante a vida útil, além de melhorar a solubilidade em água, a 

estabilidade térmica e a biodisponibilidade dos compostos encapsulados 

(EZHILARASI et al., 2013). 

 

2.7 Materiais encapsulados em panificação 

A adição de materiais específicos encapsulados em formulações alimentícias 

pode surgir como uma maneira de superar algumas questões de processamento, a 
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fim de obter vantagens tecnológicas e/ou nutricionais. Este tema é particularmente 

importante em produtos de panificação, visto que a panificação é um processo 

complexo onde ocorre uma série de reações químicas, principalmente no momento 

do forneamento. Contudo, o uso de ingredientes encapsulados na panificação se 

concentra basicamente na encapsulação de ingredientes como: ômega-3, ácidos 

graxos poliinsaturados (PUFAs), cloreto de sódio, curcumina e probióticos 

(VITAGLIONE et al., 2015).  

Um desafio na área de panificação é o uso de compostos bioativos, uma vez 

que estes possuem estabilidade limitada. Nesse sentido, a encapsulação destes 

compostos pode permitir seu uso em alimentos altamente processados 

termicamente e no desenvolvimento de produtos funcionais de panificação (MALMO 

et al., 2013). No entanto, nem todas as cápsulas apresentam resistência ao 

processamento térmico, assim, o uso de ingredientes encapsulados em produtos de 

panificação ainda é um desafio tecnológico, uma vez que as condições de 

temperatura e pressão ocasionadas pelo forneamento podem causar rompimento do 

revestimento tornando as cápsulas não mais adequadas aos objetivos pretendidos 

(VITAGLIONE et al., 2015). Nesse sentido, buscam-se estratégias de encapsulação 

que ofereçam alternativas para favorecer a liberação controlada de moléculas que 

contribuam para o aroma, além da formação de compostos antioxidantes e/ou 

antimicrobianos.  

Embora esteja amplamente difundido o uso de óleos essenciais como 

conservantes e aromatizantes naturais em alimentos, ainda existem poucos relatos 

na literatura sobre o uso de óleos essenciais, encapsulados ou não, em produtos de 

panificação.  

Gonçalves et al. (2017) encapsularam óleo essencial de tomilho (Thymus 

vulgaris) pelo método de coacervação complexa e verificaram sua atividade contra 

microrganismos patogênicos comuns em alimentos, empregando bolo como o 

sistema modelo para simular a aplicação da micropartícula em produtos de 

panificação. As micropartículas aplicadas em amostras de bolos conferiram proteção 

contra a volatilização do óleo encapsulado e promoveu uma vida útil mínima de 30 

dias sem o uso de conservantes sintéticos.  

Debonne et al. (2018) investigaram a atividade antifúngica do óleo essencial de 

tomilho (Thymus zygis) in vitro, para validar a sua atividade antifúngica em pão de 

trigo e em massa fermentada frente às cepas de Aspergillus niger e Penicillium 
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paneum. Apesar do promissor potencial in vitro do óleo de tomilho, não foi 

observada uma extensão da vida de útil dos pães. Além disso, propriedades 

importantes como volume, cor e sabor dos pães foram negativamente afetadas pelo 

óleo essencial de tomilho. Assim, a fim de permitir uma maior preservação do pão e 

a manutenção das propriedades tecnológicas e sensoriais, uma sugestão é trabalhar 

com óleos menos aromáticos.  

Ju et al. (2018) estudaram o efeito dos óleos essenciais de canela e cravo 

contra o crescimento fúngico em bolo de feijão verde e bolo de limão, avaliando 

também os efeitos desses dois óleos essenciais e seus métodos de aplicação sobre 

a vida útil dos produtos em embalagens convencionais e a vácuo, através de teste 

de armazenamento acelerado. A avaliação sensorial mostrou que a adição dos óleos 

essenciais não apresentou diferença significativa no cheiro e sabor dos produtos. O 

teste de armazenamento acelerado revelou que a adição de óleo essencial de 

canela se mostrou mais eficiente no controle fúngico, podendo prolongar a vida útil 

do bolo de feijão verde e do bolo de limão em embalagem convencional por 9-10 e 

3-4 dias, respectivamente. Nas embalagens a vácuo, o óleo essencial de canela 

prolongou a vida útil do bolo de feijão verde e do bolo de limão para mais de 15-16 e 

8–9 dias, respectivamente.  

Óleos essenciais de citros também têm sido amplamente relatados como 

conservantes naturais devido ao seu aroma agradável e suas propriedades 

antimicrobianas (DONSÌ; FERRARI, 2016; Li et al., 2018). Na literatura encontram-se 

diversos relatos sobre o uso destes óleos essenciais como uma alternativa viável no 

controle do crescimento de Aspergillus flavus e Penicillium verrucosum entre outros 

fungos comumente associados à deterioração de produtos de panificação (SIMAS et 

al., 2017). Porém não há relatos de sua aplicação em produtos de panificação.  

Nesse sentido, o óleo essencial de laranja surge como uma alternativa interessante 

para o controle do crescimento de Aspergillus spp. e contribuição do aroma em 

bolos.  
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi produzir e caracterizar complexos de inclusão entre β-

ciclodextrina (β-CD) e óleo essencial de laranja (OEL) comparando-os com os seus 

compostos puros e mistura física. As amostras foram avaliadas por composição 

química, morfologia, estabilidade térmica e compostos voláteis por cromatografia 

gasosa de headspace estática (SH-GC). Comparando-se o óleo essencial livre e a 

mistura física com o complexo de inclusão, foram observadas diferenças na 

composição química, estabilidade térmica e morfologia. Essas diferenças mostram 

que houve a formação do complexo de inclusão e demonstra a necessidade do 

método de precipitação utilizado para garantir a interação entre a β-CD e o óleo 

essencial. A lenta perda dos compostos voláteis do óleo essencial quando 

complexados com β-CD, demonstra sua maior estabilidade quando comparada à 

sua mistura física e o óleo essencial de laranja na forma livre. A aplicação da β-CD 

na formação de complexos de inclusão com OEL pode ampliar as possíveis 

aplicações em alimentos. 

 

Palavras-chave: β-ciclodextrina, óleo essencial de laranja, complexo de inclusão, 

compostos voláteis  
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3.1 Introdução 

As ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos cíclicos não redutores, 

compostos por seis (α-ciclodextrina), sete (β-ciclodextrina) ou oito (γ-ciclodextrina) 

unidades de glicose unidas por ligações α-1,4 glicosídicas (KURKOV; LOFTSSON, 

2013). As CDs são obtidas a partir da degradação enzimática do amido pela enzima 

ciclodextrina glicosiltransferase (ABARCA et al., 2016) que catalisa quatro tipos de 

reações, hidrólise, transglicosilação/ciclização, acoplamento e desproporção (DURA; 

ROSELL, 2016, ROMÁN et al., 2016).  

As CDs possuem uma estrutura peculiar, com extremidades essencialmente 

hidrofílicas, o que favorece a sua solubilização em água e outras substâncias 

polares, enquanto a sua cavidade interior é de caráter hidrofóbico (ZHU et al., 2014). 

Essa característica é responsável pela formação de complexos de inclusão com 

substâncias orgânicas e inorgânicas, alterando suas características físicas e 

químicas (SHAO et al., 2014) e favorecendo sua aplicação em diferentes áreas, 

incluindo aquelas relacionadas à alimentos, produtos farmacêuticos, cosméticos, 

produtos químicos, agricultura e biotecnologia (LI et al., 2014; MORIWAKI et al., 

2014). 

A formação e a estabilidade do complexo de inclusão dependem da 

compatibilidade entre a CDs e a molécula bioativa. Portanto, diferentes tipos de CDs 

(α-CD, β-CD e γ-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 β-

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 utilização é a facilidade de produção, maior estabilidade e menor 

solubilidade em água, facilitando a sua separação de outras CDs e reduzindo seu 

custo (SANTOS et al., 2015, TAO et al., 2014). 

Na área de alimentos, as CDs são principalmente aplicadas na formação de 

complexos de inclusão em substâncias com sensibilidade a altas temperaturas, 

como por exemplo, óleos essenciais. O óleo essencial de laranja (Citrus sinensis (L.) 

Osbeck) é constituído de uma mistura de terpenos, hidrocarbonetos e oxigenados, 

que devido à sua estrutura insaturada, são considerados quimicamente instáveis, 

facilmente oxidados na presença de ar, luz e umidade (GALVÃO et al., 2015). A 
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formação do complexo de inclusão entre β-CD e óleo essencial de laranja poderia 

aumentar a solubilidade em água, a estabilidade à luz e à temperatura deste óleo, o 

que proporcionaria a proteção contra a oxidação, e a redução de efeitos fisiológicos 

indesejados de sua volatilidade (HILL et al., 2013; KAMIMURA et al., 2014). 

Neste contexto, objetivou-se com o estudo produzir complexo de inclusão entre 

β-CD e óleo essencial de laranja. A fim de avaliar a eficiência do método de 

complexação, o complexo de inclusão foi comparado com o composto puro (β-CD) e 

sua mistura física (óleo essencial de laranja e β-CD). As amostras foram avaliadas 

quanto à sua composição química, térmica, morfológica, eficiência de complexação 

e a estabilidade dos complexos de inclusão a partir da análise de voláteis pela 

técnica de headspace estático.  

 

3.2 Material e métodos 

3.2.1 Material 

As laranjas da variedade Valência [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram coletadas 

em setembro de 2015 na cidade de Pelotas, Brasil. A β-CD comercial (97% de 

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

 

3.2.2 Extração do óleo essencial de laranja  

Para a extração do óleo essencial, inicialmente as cascas foram congeladas, 

visando aumentar a superfície de contato, o que resulta em um maior rendimento do 

processo. Após, 30 g de cascas de laranja congeladas foram trituradas com 300 mL 

de água destilada na proporção de (1:10; m/v). A extração foi realizada por 

hidrodestilação utilizando extrator Clevenger, conectado a um balão de fundo 

redondo de 2000 mL, com uma manta de aquecimento como fonte de calor. Após 3 

horas, o óleo essencial foi recolhido e acondicionado em ultra freezer a -20°C ± 2 em 

frascos de vidro âmbar selados com parafilme até ao momento das análises. 

 

3.2.3 Caracterização do óleo essencial de laranja por cromatografia gasosa 

Para a identificação dos componentes, o óleo essencial de laranja foi analisado 

por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), utilizando 

coluna não capilar (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm). O gás de arraste utilizado foi hélio, 

sob fluxo de 1,2 mL.min-1. A temperatura foi mantida a 60°C durante 2 min e depois 

gradualmente aumentada 4°C. min-1 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 μL. Os componentes individuais foram identificados 

comparando com seus respectivos espectros de massa e com a biblioteca interna. A 

composição percentual foi obtida a partir da integral dos picos. 

 

3.2.4 Preparo do complexo de inclusão e da mistura física 

O complexo de inclusão entre óleo essencial de laranja (OEO) e β-ciclodextrina 

(β-CD) foi preparado pelo método de precipitação, de acordo com a metodologia 

descrita por Bhandari et al. (2010) com algumas modificações. Dissolveu-se uma 

amostra de 2 g de β-CD em 50 mL de água destilada mantida a 35°C em placa de 

aquecimento e adicionou-se lentamente 1,5 g de óleo essencial à solução quente. A 

mistura foi continuamente agitada e mantida a 35°C durante 3 h. Quando a 

temperatura diminui espontaneamente para a temperatura ambiente, a solução 

permaneceu durante a noite sob refrigeração a 5°C. Recuperou-se o material 

precipitado por filtração sob vácuo. O precipitado foi lavado com etanol a 99% e 

seco em estufa com circulação forçada de ar a 50°C durante 24 h. O complexo de 

inclusão obtido foi armazenado e refrigerado em frascos selados. 

Com o intuito de avaliar a eficácia do método de complexação, foi preparada 

uma mistura física (MF) entre o óleo essencial de laranja e β-CD na proporção de 

1:1 (m/m) utilizando grau e pistilo. Posteriormente, a mistura foi armazenada em 

vidros devidamente selados e mantidos sob refrigeração (4ºC). 

 

3.2.5 Caracterização do complexo de inclusão e da mistura física 

3.2.5.1 Morfologia 

As morfologias da β-CD comercial, do complexo de inclusão de β-CD-OEL e da 

mistura física foram obtidas em microscópio eletrônico de varredura utilizando uma 

voltagem de aceleração de 10 kV e uma ampliação de 2000x. 

 

3.2.5.2 Propriedades térmicas 

3.2.5.2.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

 A análise térmica das amostras foi realizada utilizando calorímetro diferencial 

de varredura (DSC, TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, Japão) utilizando aproximadamente 

3 mg da amostra em cadinhos de alumínio sob atmosfera dinâmica de nitrogênio (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 Análise termogravimétrica (TGA) 

A estabilidade térmica das amostras foi avaliada utilizando um analisador 

termogravimétrico (TGA, TA-60 WS, Shimadzu, Kyoto, Japão). 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 nitrogênio (50 mL/min). 

 

3.2.5.3 Identificação dos grupos funcionais - espectros de infravermelho  

Os espectros de infravermelho das amostras foram obtidos em 

espectrofotômetro com transformada de Fourier (IR Prestige-21; Shimadzu) na 

região de 4000-400 cm-1. Foram preparadas pastilhas a partir da mistura das 

amostras com KBr em uma proporção de 1:100 (amostra: KBr). Foram recolhidas 

100 leituras a uma resolução de 4 cm-1. As medidas foram coletadas em 

absorbância. 

 

3.2.6 Eficiência de complexação 

A eficiência de complexação do complexo de inclusão foi determinada 

conforme metodologia descrita por Wen et al. (2016). Pesou-se 20-30 mg do 

complexo de inclusão e misturou-se com água destilada (20 mL) e acetato de etila 

(10 mL) em um balão volumétrico de 100 mL. A solução foi então aquecida em 

chapa de aquecimento a 85 °C durante 20 min, com agitação intermitente. A fase 

orgânica contendo os compostos voláteis foi decantada e a fase aquosa foi extraída 

com acetato de etila duas vezes (2 x 5 ml) a 85 °C utilizando o método descrito 

acima. A concentração de óleo essencial de laranja em acetato de etila foi 

determinada por espectrofotômetro UV-Visível (UV-2550, Shimadzu, Japão) 

utilizando uma curva padrão do óleo essencial de laranja, em concentrações de 2-8 

mg/ml de óleo essencial de laranja em acetato de etila, seguindo-se a leitura da 

absorbância da solução a 292 nm. A eficiência de complexação (EC) foi calculada 

conforme a Equação 1. 

   ( )   
            ( )

                           ( )
      Eq. (1) 
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3.2.7 Identificação e quantificação de voláteis 

O complexo de inclusão, a mistura física e o óleo essencial livre foram pesados 

e condicionados em frascos de vidro de 20 mL para a análise do headspace estático 

segundo Kfoury et al. (2015a), com algumas modificações. 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. Após o tempo de 30 min 

necessários para o equilíbrio entre a amostra e a fase gasosa, a amostragem foi 

conduzida manualmente usando uma seringa gas-tight (SGE, Austrália). O volume 

do headspace amostrado foi de 1 mL e injetado diretamente na porta de injeção do 

cromatógrafo a uma temperatura de 250 °C no modo split de razão 1:20. Todas as 

injeções foram realizadas em um cromatógrafo a gás Varian Star 3400CX (CA, EUA) 

equipado com um detector de ionização de chama (GC-FID). Os compostos foram 

separados numa coluna capilar apolar de sílica fundida BPX 5 (25 m × 0,22 mm × 

0,25 μm) (SGE, Austrália). O hidrogênio foi utilizado como gás de arraste a uma 

pressão 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-1 até 80°C, seguido por um aumento a 10 °C.min-1 até 230°C e 

mantida em condições isotérmicas durante 2 min. A temperatura do detector foi 

mantida a 250 °C. Uma série de n-alcanos homólogos foram analisados sob as 

mesmas condições cromatográficas para calcular o índice de retenção linear (LRI). A 

quantidade percentual relativa de cada composto identificado foi obtida a partir da 

área do pico obtida no FID.  

A análise qualitativa dos compostos foi efetuada por um cromatógrafo gasoso 

Shimadzu QP2010 Ultra acoplado a espectrômetro de massas (GC/MS, Shimadzu 

Corporation, Japão). Para estas análises, foram usadas as mesmas condições 

cromatográficas acima descritas e hélio foi utilizado como o gás de arraste. O 

detector foi operado no modo de ionização por impacto de elétrons com uma energia 

de ionização de 70 eV e um intervalo de varredura de massas 35-350 m/z. Os 

analitos foram identificados com base na comparação com os espectros de massas 

disponível na biblioteca National Institute of Standards and Technology (NIST) e por 

comparação dos índices de retenção linear calculados com aqueles disponíveis na 

literatura científica. 
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3.2.8 Estabilidade do complexo de inclusão  

A estabilidade do complexo de inclusão em relação ao percentual de retenção 

de voláteis foi avaliada no dia do preparo dos complexos de inclusão e 7 e 14 dias 

após. O porcentual de retenção (r) do OEL pela β-CD foi determinado de acordo 

com Kfoury et al. (2015a), com algumas modificações, e expressa conforme 

Equação 2. 

  ( )  (  
∑   

∑  
)       Eq. (2) 

Onde Σ A0 e Σ ACD referem-se a soma das áreas dos picos de cada componente 

do OEL na ausência e na presença de β-CD, respectivamente. 

 

3.3 Resultados e discussão 

 

3.3.1 Cromatografia gasosa do óleo essencial de laranja  

A análise de óleo essencial de laranja por GC-MS permitiu a identificação de 

100% dos componentes integrados como mostrado na Figura 9.  

 

 

Figura 9. Perfil cromatográfico do óleo essencial de laranja 

 

Foi possível identificar sete constituintes, sendo o d-limoneno (95,56%) o 

principal componente, seguido de β-mirceno (2,35%), octanal (0,55%), α-pineno 

(0,54%), β-linalol (0,45%), ciclohexeno (0,29%) e decanal (0,26%). Estes resultados 

foram semelhantes aos encontrados por Galvão et al. (2015), que caracterizaram o 

óleo essencial de laranja e também identificaram sete compostos, sendo o limoneno 

(96,30%) o componente principal, seguido de mirceno (2,11%), α- pireno (0,66%), 

incluindo alguns outros componentes em menores concentrações. Segundo 

Hashtjin; Abbasi (2015), os compostos limoneno e mirceno são os principais 

d-limoneno 
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constituintes do óleo essencial de laranja, representando 95% e 2%, 

respectivamente. 

De acordo com Gonçalves et al. (2015), os óleos essenciais de citros são 

caracterizados como misturas de muitos componentes, incluindo terpenos, 

sesquiterpenos, aldeídos, álcoois e ésteres e podem ser descritos como uma 

mistura de hidrocarbonetos terpênicos, compostos oxigenados e resíduos não 

voláteis. Entretanto, fatores como a época de colheita, a forma de cultivo, as 

condições climáticas, a genética, o método de extração, o estresse hídrico, o 

período e as condições de armazenamento podem influenciar a composição química 

dos óleos essenciais (DIMA; DIMA, 2015). Calo et al. (2015) identificaram 

aproximadamente 400 compostos em óleos essenciais de citros, e relataram que a 

quantidade destes compostos depende principalmente dos métodos de extração e 

das cultivares de citros.  

 

3.3.2 Caracterização do complexo de inclusão e mistura física 

3.3.2.1 Morfologia 

As morfologias da β-CD, do complexo de inclusão e da mistura física são 

mostradas nas Figuras 10a, 10b e 10c, respectivamente.  

 

 

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

inclusão (b) e da mistura física (c). 

 

A cavidade hidrofóbica da β-CD tem a capacidade de acomodar vários tipos de 

moléculas hóspedes para formar complexos de inclusão com morfologias diferentes 

(ZHANG et al., 2015). A β-CD pura apresentou tamanho de partícula e formato 

irregular (Figura 10a). Por outro lado, o complexo de inclusão, quando comparado à 

morfologia da β-CD pura, apresentou alterações no tamanho e na forma das 
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partículas (Figura 10b) sugerindo uma alteração da estrutura, o que pode indicar a 

formação de um complexo, diferindo também da estrutura observada na mistura 

física (Figura 10c). Galvão et al. (2015) avaliaram a morfologia de um complexo de 

inclusão entre β-CD e óleo essencial de laranja e também observaram mudanças na 

forma e tamanho de partícula quando comparado à β-CD pura. 

Wen et al. (2016) avaliaram a morfologia do complexo de inclusão de β-CD e 

óleo essencial de canela e relataram que a β-CD apareceu com partículas de 

diferentes tamanhos em blocos retangulares, enquanto que a amostra referente ao 

complexo de inclusão apresentava-se sob a forma de cristais em multi-camadas. 

Assim, a diferença de morfologia entre o complexo de inclusão e a β-CD sugere a 

formação de um complexo de inclusão. 

 

3.3.2.2 Propriedades térmicas 

3.3.2.2.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 

Análise térmica é amplamente utilizada para a avaliação de complexos de 

inclusão. As curvas de DSC de todas as amostras são mostradas na Figura 11.  

 

Figura 11. Curvas de DSC da β-CD, do complexo de inclusão β-CD/OEL, da mistura 

física (MF) e do óleo essencial de laranja (OEL). 

 

A β-CD pura apresentou um único pico endotérmico a 144,6 °C, que está 

relacionado à perda de água dentro da cavidade hidrofóbica de β-CD (WANG et al., 

2011). O complexo de inclusão apresentou um pico endotérmico a 159,0°C menos 

pronunciado do que a β -CD pura (Figura 11). Zhang et al. (2015) encontraram um 
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pico de intensidade reduzida no complexo de inclusão de trans-anetol e β-

ciclodextrina e sugeriram que parte da água que estava inicialmente presente na 

cavidade da β-CD foi deslocada pelo óleo, devido à sua maior afinidade pela 

cavidade hidrofóbica da β-CD, confirmando a formação do complexo. 

O pico endotérmico a 234°C observado no termograma de óleo essencial de 

laranja não foi detectado nos termogramas do complexo de inclusão (Figura 11), o 

que indica uma maior estabilidade do óleo essencial complexado quando comparado 

com o óleo essencial livre. Tao et al. (2014) também encontraram um pico 

endotérmico de 268°C apenas no óleo de tomilho, não sendo este pico observado 

no termograma do complexo de inclusão. Segundo esses autores, o óleo de tomilho 

foi protegido na cavidade hidrofóbica da β-CD, confirmando a formação do complexo 

de inclusão. Além disso, no termograma da mistura física foi observado o 

aparecimento de dois picos endotérmicos (Figura 11), sugerindo que não houve uma 

boa interação entre β-CD e o óleo essencial de laranja. Isto demonstra a 

necessidade do método de precipitação para a formação do complexo de inclusão. 

De acordo com Mura (2015), modificações na forma e temperatura do pico da 

banda de desidratação da CD, coincidindo com o desaparecimento do pico de fusão 

da molécula hóspede, estão diretamente relacionadas com a formação de 

complexos de inclusão. Além disso, a presença de dois picos na curva de DSC de 

misturas físicas refere-se à desidratação da CD e ao pico de fusão das moléculas 

hóspedes. 

No termograma do óleo essencial de laranja livre, foi apresentado um pico a 

234 °C, provavelmente relacionado ao d-limoneno, componente principal do óleo 

essencial de laranja, confirmado pela análise de CG-MS (Figura 9). Também foram 

encontrados picos de menor intensidade a 82°C e 100°C relacionados com a 

volatilização dos demais constituintes do óleo. 

 

3.3.2.2.2 Análise termogravimétrica (TGA) 

Os perfis termogravimétricos de β-CD, do complexo de inclusão, da mistura 

física e do óleo essencial estão ilustrados na Figura 12. A decomposição térmica da 

β-CD ocorreu em dois estágios, um de 60 a 90°C e outro de 324°C a 341°C (Figura 

12). O primeiro estágio com uma perda de massa de 9,9% pode ser atribuído à 

evaporação da água ligada à β-CD e o segundo à decomposição térmica da β-CD. 

Neste estágio, 73,6% da massa foi perdida. Segundo Mura (2015) e Trotta et al. 
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(2000), as curvas de TGA da β-CD são caracterizadas por duas perdas de massa 

distintas: a primeira, ocorrendo a temperaturas próximas de 100°C, devida à 

desidratação da β-CD, enquanto a segunda etapa ocorre a temperaturas superiores 

a 300°C, devido à decomposição da ciclodextrina.  

 

Figura 12. Curva da análise termogravimétrica da β-CD, do complexo de inclusão β-

CD/OEL, da mistura física (MF) e do óleo essencial de laranja (OEL). 

 

No termograma do complexo de inclusão observou-se também dois estágios, o 

primeiro atribuído à perda de água da β-CD e os segundo a decomposição da β-CD 

(Figura 12). O primeiro estágio, referente à evaporação da água ligada à β-CD, pode 

ser atribuída à redistribuição e a redução de água contida na cavidade da β-CD. De 

acordo com Zhang et al. (2015), a substituição das moléculas de água que se ligam 

a β-CD por um uma molécula hidrofóbica apropriada é a principal "força motriz" para 

a formação de complexos. 

Comparando o complexo de inclusão com a mistura física e a β-CD pura, foi 

observado que a temperatura inicial de decomposição do complexo de inclusão foi 

superior à da mistura física e da β-CD pura. Esse comportamento sugere que o 

complexo de inclusão foi mais termicamente estável quando comparado às demais 

amostras (MENEZES et al., 2012). 
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A curva de TGA da mistura física apresentou dois estágios de perda de massa, 

o primeiro de 30°C a 150°C, relacionado com a degradação do óleo e o segundo de 

324 a 342°C, atribuído à decomposição da β-CD pura.  

Devido à sua alta volatilidade, o óleo essencial livre apresentou perda de 

massa de 100% na faixa de temperatura de 30-150°C (Figura 12).  A mistura física 

apresentou dois estágios de perda de massa, o primeiro de 30° a 150°C, relacionado 

com a degradação do óleo e o segundo de 324 a 342°C, atribuído à decomposição 

da β-CD pura. No entanto, no termograma do complexo de inclusão não foi 

observado o estágio referente à decomposição do óleo essencial. Este resultado 

sugere que a complexação com β-CD aumentou a estabilidade térmica do óleo 

essencial, como observado também em outros estudos (MURA, 2015; ABARCA et 

al., 2016). 

 

3.3.2.3 Identificação dos grupos funcionais - espectros de infravermelho 

A Figura 13 apresenta os espectros de FTIR da β-CD pura, do complexo de 

inclusão, da mistura física e do óleo essencial de laranja.  

 

Figura 13. Espectros de FTIR da β-CD, do complexo de inclusão (β-CD-OEL), da 

mistura física (MF) e do óleo essencial.  
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O espectro da β-CD pura apresentou bandas características a 3408 cm-1 e 

2926 cm-1 correspondendo a grupos de vibração de estiramento O-H e C-H, 

respectivamente. As bandas de absorção a 1652 cm-1, 1153 cm-1, 1031 cm-1 e 934 

cm-1 correspondem à ligação H-O-H, alongamento de grupos C-O e vibração de 

alongamento simétrico C-O-C de estiramento de ligações α-1,4, respectivamente 

(ZHANG et al., 2015; ABARCA et al., 2016; WEN et al., 2016).  

 No espectro do complexo de inclusão pode ser observada uma diminuição 

acentuada da banda em 3408 cm-1 em relação à observada no espectro da β-CD 

pura (Figura 13). Além disso, a banda em 1447 cm-1, característica do óleo 

essencial, não foi observada no espectro do complexo de inclusão. Resultado 

semelhante foi encontrado por Galvão et al. (2015), que avaliaram o complexo de 

inclusão de óleo essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck e β-CD. Estes autores 

observaram uma redução da intensidade de algumas bandas características de óleo 

essencial e desaparecimento de outras, indicando a interação de óleo essencial 

dentro da cavidade de β-CD. Alterações nas bandas características da molécula 

hóspede, tais como desaparecimento, alargamento, variações na intensidade de 

pico são resultados da restrição das vibrações de estiramento da molécula hóspede 

causada pela inclusão na cavidade da β-CD (MURA, 2015). De acordo com Oliveira 

et al. (2011), a inserção da molécula hóspede na cavidade da β-CD pode causar 

uma restrição conformacional, que consequentemente reduz o movimento das 

moléculas encapsuladas, reduzindo a intensidade do sinal. 

 

3.3.3 Eficiência de complexação 

A quantidade de óleo essencial “inclusa” nos complexos de inclusão foi 

mensurada por espectroscopia de UV-visível e os resultados expressos como 

eficiência de complexação (EC%) (mg de óleo complexado/ g de complexo). A 

eficiência de complexação encontrada para o complexo de inclusão entre β-CD e 

óleo essencial de laranja foi de 32,70% (32,70 mg de óleo complexado em 1g de 

complexo) (Tabela 1). Este resultado é superior ao encontrado por Wen et al. (2016), 

que ao avaliarem o complexo de inclusão entre β-CD e óleo essencial de canela, 

encontraram uma eficiência de complexação de 10,8% (10,8 mg de óleo essencial 

de canela complexado em 1g de complexo). Segundo Tao et al., (2014) valores 

baixos de eficiência de complexação podem estar associados à perdas do óleo 
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essencial por volatilização, isto porque durante o processo de formação dos 

complexos de inclusão, a etapa de secagem é realizada em recipientes abertos. 

 

Tabela 1. Eficiência de encapsulação (EE) e retenção de voláteis (r) do complexo de 

inclusão de CD/OEL. 

Tempo de armazenamento 

(dias) 
EE (%)* r (%)* 

0 32,70 ± 0,02 99,90 ± 0,03 

7 Nd 98,66 ± 0,09 

14 Nd 98,61 ± 0,11 

*Média ± desvio padrão; Nd= não determinada.  

 

Por outro lado, Kfoury et al. (2015b) encontraram valores de eficiência de 

complexação considerados altos, variando entre 60 e 80%, utilizando diferentes 

relações molares entre β-CD e óleo essencial de manjericão, 3:1 e 6:1, 

respectivamente. No entanto, vale ressaltar que os maiores valores encontrados 

para eficiência de complexação no estudo de Kfoury et al., (2015b) podem ser 

justificados não só pelas maiores relações molares utilizadas, como também pelo 

diferente método utilizado para formação dos complexos de inclusão, a liofilização. 

O método de liofilização para formação de complexos de inclusão é utilizado para 

moléculas voláteis e termolábeis, visto que a baixa temperatura utilizada minimiza 

suas perdas por evaporação (DEL VALLE, 2004).  

Abarca et al. (2016) avaliaram o complexo de inclusão β-CD:2N-N, e 

encontraram 34,8% e 1,9% de eficiência de complexação, utilizando uma relação de 

1:0,5 e 1:2, respectivamente. Segundo os autores, as diferenças encontradas para a 

eficiência de complexação podem ser atribuídas à estrutura química e propriedades 

da molécula hospedada, ao tipo de interação entre a molécula e a β-CD e ao método 

utilizado para formação dos complexos de inclusão. 

 

3.3.4 Identificação dos compostos voláteis do OEL  

A área e a concentração dos compostos voláteis em relação à área total dos 

picos, do óleo essencial livre, da mistura física e do complexo de inclusão, são 

mostradas na Tabela 2.  
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Tabela 2. Área dos picos e concentração (%) dos compostos voláteis do óleo 

essencial de laranja (OEL) mistura física (MFOEL) e complexo de inclusão (β-CD-

OEL). 

Composto 

Área 

OEL MFOEL β-CD-OEL 

4-thujene 1,99±0,02 0,73±0,01 Nd 

β-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 

β-linalol 2,81±0,15 2,39±0,03 Nd 

Total 708,40±16,97 160,75±2,40 0,17±0,00 

Concentração (%)a 100 22,70 0,02 

a
Concentração dos compostos voláteis (%) em relação à área do total dos picos. Nd= não 

detectado 

 

O perfil cromatográfico do óleo essencial livre, da sua mistura física e do seu 

complexo de inclusão mostrou diferenças qualitativas e quantitativas; isto porque 

cada constituinte do óleo possui habilidade para formar complexo de inclusão devido 

à sua maior ou menor afinidade pela β-CD. Quando as moléculas hóspedes 

apresentam uma dimensão molecular semelhante, a molécula ou o seu resíduo mais 

hidrofóbico tem a maior afinidade pela cavidade da CD (MARQUES, 2010), além da 

hidrofobicidade da molécula hóspede, a ligação entre as CDs e os compostos 

aromáticos depende da sua acomodação geométrica na cavidade da CD (CIOBANU 

et al., 2013). O aprisionamento da molécula dentro da cavidade se dá por forças de 

ligação, como forças de Van der Waals, interações dipolo-dipolo e pontes de 

hidrogênio (GUPTA et al., 2016). 

 A concentração relativamente baixa dos compostos no complexo de inclusão 

mostrou a alta estabilidade do complexo de inclusão, com perda de volatilização de 

apenas 0,02% para β-CD-OEL e 22,70% para a mistura física (MFOEL).  

 

3.3.5 Estabilidade do complexo  

A estabilidade do complexo de inclusão durante 0,7 e 14 dias foi determinada 

pela retenção do OEL na β-CD e quantificado comparando-se a soma das áreas dos 

picos cromatográficos dos componentes do óleo essencial na presença e na 
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ausência da β-CD. Os valores de retenção são apresentados na Tabela 1. Os 

valores de retenção mostraram que o OEL foi eficientemente retido na cavidade da 

β-CD, devido à encapsulação da molécula hóspede na formação do complexo de 

inclusão. Isso refletiu na redução da pressão de vapor e volatilidade do óleo 

essencial devido à sua inclusão na cavidade da β-CD (KFOURY et al., 2015). 

Segundo Ho et al. (2011), a liberação das moléculas hóspedes de complexos 

de inclusão 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 liberação de aroma de complexo de inclusão 

entre β-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 liberação dos compostos 

voláteis.  

Os resultados deste estudo sugerem que a formação de complexos de inclusão 

com ciclodextrinas representa uma alternativa de encapsulação eficiente e estável, 

devido à capacidade da β-CD em reter eficientemente os óleos essenciais, 

protegendo-os da evaporação, mesmo 14 dias após a sua elaboração. O β-CD-OEL 

apresentou perda volátil de 1,29% após 14 dias desde que foram produzidos. O 

desempenho das CDs depende da complementaridade geométrica (tamanho e 

forma) entre sua cavidade e a molécula hóspede (KFOURY et al., 2015a). 

Segundo Marques (2010), em geral, quanto menor a molécula hóspede, mais 

fácil a complexação, desde que ocorram interações entre ela e a cavidade 

hospedeira. Por outro lado, moléculas grandes são dependentes da presença de um 

grupo ou anel capaz de serem introduzidas na cavidade, caso contrário, apenas 

algumas partes lipofílicas da molécula são capazes de se encaixar na cavidade 

lipofílica da CD e não a molécula inteira. 

Decock et al. (2008) estudaram a modelagem molecular para 2 compostos com 

hidrofobicidade semelhante, mas de diferentes famílias químicas, limoneno e metil-

heptina carbonato. Eles observaram o espaço vazio fraco entre a cavidade da β-CD 

e o limoneno sugerindo que esta CD é mais adequada para acomodar tal molécula, 

comparada com a α-CD e γ-CD. Em relação aos tamanhos de cavidades, carbonato 

de heptina formetil, uma molécula linear, o espaço é maior do que o limoneno. Neste 

caso, o α-CD é mais adequado devido ao seu menor tamanho de cavidade. 
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Ciobanu et al. (2013) estudaram a liberação controlada de compostos 

aromáticos do óleo essencial de Mentha piperita complexados por ciclodextrinas. A 

β-CD apresentou alta retenção para todos os compostos aromáticos estudados. 

Estes resultados sugerem que a inclusão na cavidade da β-CD protege os 

compostos contra a evaporação do aroma. 

 

3.4 Conclusão 

Na comparação da β-CD pura, do óleo essencial livre e da mistura física com o 

complexo de inclusão, foi observado que ocorreram diferenças na composição 

química, na estabilidade térmica e na morfologia das mesmas. Estes resultados 

sugerem a formação do complexo de inclusão, e evidenciam a necessidade do 

método de precipitação utilizado para garantir a interação entre a β-CD e o óleo 

essencial de laranja. 
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Resumo 

Ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos produzidos por modificação enzimática de 

amido, capazes de formar complexos de inclusão a fim de melhorar a solubilidade 

em água e a estabilidade térmica de moléculas hidrofóbicas e voláteis. O objetivo 

deste estudo foi produzir α, β, and γ-CDs de amidos de trigo germinado e não 

germinado. Além disso, avaliou-se a estabilidade térmica do complexo de inclusão 

entre as CDs produzidos a partir de amido de trigo germinado e óleo essencial de 

laranja. O teor e o rendimento de α, β e γ-CDs produzidas a partir de amido de trigo 

germinado e não germinado em diferentes concentrações de amido foram avaliados 

por cromatografia líquida de alta eficiência e estas CDs foram utilizados para a 

formação de um complexo de inclusão com óleo essencial de laranja (CDs/OEL). A 

germinação aumentou a atividade enzimática de todas as amostras, bem como o 

rendimento de CDs. O complexo de inclusão formado entre CDs/OEL melhorou 

significativamente a estabilidade térmica do óleo essencial de laranja, promovendo 

sua proteção em altas temperaturas. 

 

Palavras-chave: amido de trigo, germinação, ciclodextrinas, complexo de inclusão, 

estabilidade térmica.  
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4.1 Introdução 

A germinação do trigo no campo, conhecida como germinação na espiga, é um 

processo natural que ocorre devido ao excesso de chuvas, se desencadeando 

especialmente próximo ao momento da colheita e resultando em menor rendimento 

e baixa qualidade do grão, além de prejuízos na extração e qualidade tecnológica da 

farinha, diminuindo assim, seu valor econômico (BROWN et al., 2018). Durante este 

processo há degradação de reservas, causada principalmente pelo aumento da 

atividade enzimática amilolítica, como α-amilase, β-amilase, enzima de 

desramificantes e α-glicosidase, que atuam sobre o amido, convertendo-o em 

açúcares como maltose e glicose, e também dextrinas e oligossacarídeos, como 

resultado da clivagem das cadeias de amilose e amilopectina (MCKIE; MCCLEARY, 

2015). A atividade amilolítica promovida pela germinação pode influenciar a 

produção de ciclodextrinas, visto que durante esse processo parte do amido é 

clivado, facilitando a produção das ciclodextrinas.  

As ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos cíclicos não redutores que 

consistem em unidades de D-glicose unidas por ligações α-1,4. Existem três 

principais e mais comuns ciclodextrinas, que são aquelas compostas por seis, sete e 

oito unidades de glicose, denominadas α, β e γ-ciclodextrinas, respectivamente 

(MATENCIO et al., 2017). Estes oligossacarídeos são produzidos a partir da 

hidrólise enzimática (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 família das 

α-amilases, que catalisa quatro tipos de reações através da clivagem das ligações 

glicosídicas α-1,4. Esta enzima apresenta menor atividade nas reações de hidrólise, 

catalisando principalmente três reações de transglicosilação: ciclização, 

acoplamento e desproporção (DURA; ROSELL, 2016). 

As ciclodextrinas apresentam formato tipo “cone truncado”, com a cavidade 

interna essencialmente hidrofóbica, permitindo a formação de complexos de inclusão 

com substâncias hospedeiras hidrofóbicas, enquanto a superfície externa possui 

caráter hidrofílico (DUCHÊNE; BOCHOT, 2016) o que as tornam solúveis em água e 

outras substâncias polares (HUNDRE et al., 2015). Além disso, a formação de 

complexo de inclusão com substâncias orgânicas e inorgânicas aumenta sua 

estabilidade à luz e temperatura, fornece proteção contra a oxidação, mascara ou 
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reduz efeitos fisiológicos indesejados e reduz sua volatilidade (SANTOS et al., 

2015). 

As características das ciclodextrinas podem variar de acordo com a 

concentração e fonte de amido, concentração de enzima, tempo de reação, 

temperatura e pH (LI et al., 2014). Vários autores estudaram diferentes fontes de 

amido para a produção de ciclodextrinas (IBRAHIM et al., 2011; SCHÖFFER et al., 

2017). No entanto, não foram encontrados relatos na literatura utilizando o amido de 

trigo germinado na produção de ciclodextrinas. 

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi produzir ciclodextrinas a partir 

de amidos de trigo germinado e não germinado e quantificá-las em α, β e γ-

ciclodextrinas. Além disso, estudou-se a composição química, atividade amilolítica e 

alfa-amilase dos amidos de trigo (germinado e não germinado) e a estabilidade 

térmica do complexo de inclusão entre ciclodextrinas produzidas a partir de amido 

de trigo germinado e óleo essencial de laranja. 

 

4.2 Material e métodos  

4.2.1 Material 

Foram utilizados grãos 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 grãos 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 solúvel P.A foi adquirido da Synth (Brasil). A β-CD comercial 

(97% de pureza) foi adquirida da Sigma- Aldrich (USA). O óleo essencial de laranja 

foi extraído por hidrodestilação das cascas de laranja da variedade Valência [Citrus 

sinensis (L.) Osbeck] coletadas na cidade de Pelotas, em setembro de 2015.  

 

4.2.2 Moagem dos grãos 

Os grãos de trigo foram acondicionados a 15% de umidade com água destilada 

durante 24 h, depois moídos em moinho de cilindros experimental (Chopin, Moulin 

CD1, França), de acordo com o método 26-10.02 da American Association of Cereal 

Chemistry (AACCI, 2010). 
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4.2.3 Extração do amido de trigo 

O amido de trigo foi extraído conforme o processo sugerido por Knight; Olson 

(1984). Uma mistura de farinha de trigo e água foi preparada em uma proporção de 

2:1 (p:v). A massa formada foi lavada com água até completa remoção do amido, e 

então a mistura de amido e água foi filtrada em peneira de 200 mesh. O filtrado foi 

centrifugado a 3500 rpm, durante 20 min. Após a centrifugação, a camada escura na 

parte superior do material precipitado foi removida e o restante do decantado foi 

ressuspenso em água destilada e centrifugado novamente. O processo foi repetido 

por três vezes. O amido foi seco em estufa com circulação de ar a 40 ºC por 16 h até 

aproximadamente 12% de umidade, para análises posteriores.  

 

4.2.4 Composição química do amido de trigo  

Os teores de umidade, cinzas, lipídios e proteína bruta foram determinados de 

acordo com os métodos AACC International números 44-15.02, 08-12.01, 30-25.01 e 

46-13.01, respectivamente, AACC (2010). 

 

4.2.5 Determinação da atividade amilolítica e alfa-amilase dos grãos e amidos de 

trigo 

A determinação da atividade amilolítica e da enzima alfa-amilase foi 

determinada nos grãos de trigo moídos (germinado e não germinado) e nos amidos, 

seguindo a metodologia descrita por Saman et al. (2008). A extração da enzima foi 

realizada pela suspensão de 1 g de amostra em 10 mL de solução de cloreto de 

cálcio 0,2%, mistura em vórtex por 1 min e centrifugação a 1008 x g por 10 min. O 

sobrenadante foi utilizado para medir a atividade enzimática (extrato enzimático). 

A atividade amilolítica foi determinada pela incubação de 0,5 mL do extrato 

enzimático em substrato composto de solução de amido solúvel 1% em tampão 

acetato 0,05 mol.L-1. As amostras foram incubadas a 60ºC por 5 min e o aumento 

dos açúcares redutores foi avaliado. Uma unidade de atividade amilolítica (U) é 

considerada como a quantidade de enzima necessária para liberar 1 μmol de 

maltose por minuto. 

A atividade da enzima alfa-amilase seguiu o mesmo procedimento da atividade 

amilolítica com modificações na temperatura e tempo de incubação. A mistura do 

extrato enzimático e substrato foram incubados a 70ºC por 15 min para inativar as 

enzimas β-amilase e α-glucosidase. Uma unidade de atividade da α-amilase (U) é 
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considerada como a quantidade de enzima necessária para liberar 1μmol de maltose 

por minuto. 

 

4.2.6 Produção das CDs dos amidos de trigo 

As CDs foram produzidas de acordo com a metodologia proposta por Alves-

Prado et al. (2008), com algumas modificações. Os amidos de trigo (germinado e 

não germinado) (1% p/v) foram preparados em tampão acetato, 100 mM, pH 5,5, e 

gelatinizadas em banho-maria (esta concentração 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 então permaneceram em banho-maria digestor (Velp Scientifica) a 55°C sob 

agitação a 120 ciclos por minuto por 24 h. Ao final da reação a suspensão foi 

mantida a 90°C por 10 min para inativação da enzima, sendo após centrifugada, 

coletando-se o sobrenadante, que foi armazenado a 4°C em frascos hermeticamente 

fechados, para análises posteriores. 

 

4.2.7 Determinação cromatográfica das CDs produzidas 

A concentração de α-CD, β-CD e γ-CD produzidas na modificação enzimática 

do amido foram determinadas por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) 

utilizando cromatógrafo líquido equipado com detector de índice de refração IR-CG 

410, coluna amino propilsilano SGE com tamanho de partícula 5 mm, comprimento 

25 cm e diâmetro interno 4,6 mm. A fase móvel utilizada foi acetonitrila e água (65: 

35) a um fluxo de 0,5 mL.min-1 à temperatura ambiente (± 25 °C). Os padrões e as 

amostras foram filtrados em membrana de 0,45 mm. Foram construídas curvas 

analíticas para α-CD, β-CD e γ-CD com diferentes faixas de concentração. Os 

resultados da área dos respectivos picos em função da concentração de CDs foram 

ajustados por regressão linear e os limites de quantificação e detecção foram 

calculados. 

 

4.2.8 Determinação de açúcares redutores das CDs produzidas 

A determinação de açúcares redutores foi realizada pelo método de DNS, de 

acordo com metodologia descrita por Miller (1959), com algumas modificações. Após 

a modificação enzimática do amido, uma alíquota de 200 μL da solução de CDs foi 

coletada, adicionada 200 μL da solução DNS (ácido 3,5-dinitrossalicílico), aquecida 
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em banho-maria a 100°C durante 5 min e posterior resfriamento em água fria. Após 

foi adicionado 1,6 mL de água destilada e realizada a leitura em espectrofotômetro a 

540 nm. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de açúcar redutor 

por mL de amostra, através da realização da curva com padrão de glicose. 

 

4.2.9 Preparo do complexo de inclusão de ciclodextrinas/óleo essencial de laranja 

(β-CDs / OEL)  

O complexo de inclusão entre as ciclodextrinas produzidas a partir de amido de 

trigo germinado e o óleo essencial de laranja (OEL) foi preparado pelo método 

descrito por Yildiz et al. (2018), com algumas modificações. Inicialmente, a 

quantidade de CD e OEO foram ajustadas na proporção de 1:1 (p/p) (definida por 

testes preliminares) e a ciclodextrina (20%, p/v) foi dissolvida em água, mantida a 

35°C, e o óleo essencial (20%, p/v) foi lentamente adicionado à solução. Estas 

suspensões foram agitadas durante a noite à temperatura ambiente. Para minimizar 

a perda de óleo essencial, durante a agitação o frasco de vidro foi fechado 

hermeticamente. Por fim, a solução obtida foi seca em estufa com circulação forçada 

de ar a 35°C durante 24 h. O complexo de inclusão obtido foi armazenado sob 

refrigeração a 4ºC em frascos selados. 

 

4.2.10 Propriedades térmicas (TGA/DTA) do complexo de inclusão (β-CDs/OEL) 

As temperaturas de decomposição e a perda de massa (%) devido à 

decomposição do complexo de inclusão, do óleo 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, Japão). 

As curvas TGA / DTA foram registradas sob atmosfera dinâmica de nitrogênio (50 

mL.min-1) aquecendo as amostras (± 5 mg) de 30°C a 600°C com uma taxa de 

aquecimento de 10°C/min. 

 

4.2.11 Análise estatística 

As análises foram realizadas em triplicatas e o desvio padrão foi reportado, 

exceto para a determinação cromatográfica das CDs produzidas. As medias foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância pela análise de variância 

(ANOVA). A comparação de dois grupos foi realizada pelo teste t à 5% de 

significância. 
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4.3 Resultados e discussão 

 

4.3.1 Rendimento de extração e composição química do amido 

Os rendimentos de extração e composições químicas dos amidos de trigo não 

germinados e germinados são mostrados na Tabela 3.  

 

Tabela 3. Rendimento de extração e composição química do amido de trigo 

germinado e não germinado. 

Parâmetros (%, b.s) a Germinado Não germinado 

Rendimento de extração 45,83 ± 1,35* 64,83 ± 1,27 

Umidade 8,96 ± 0,25ns 8,73 ± 0,21 

Cinzas 0,21 ± 0,00* 0,14 ± 0,01 

Lipídeos 0,11 ± 0,00* 0,10 ± 0,00 

Proteína bruta (x 5,7) 0,31 ± 0,02ns 0,33 ± 0,01 

a
 Média de três repetições ± desvio padrão. * ou ns na mesma linha representam significância e não 

significância, entre amido de trigo germinado e não germinado, respectivamente, pelo teste t com 5% 
de probabilidade de erro. 

 

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o rendimento de extração de 

amido foi reduzido após a germinação. Segundo Pinkaew et al. (2017), a 

germinação pode induzir alterações importantes no amido, inclusive no rendimento 

de extração. Resultado semelhante também foi relatado para três cultivares de arroz 

(PINKAEW et al., 2016) e foi atribuído à decomposição do amido nativo por enzimas 

hidrolíticas, resultantes da germinação. Essas enzimas, incluindo α-amilase, β-

amilase e α-glicosidase, podem degradar grânulos de amido e, assim, produzir 

maltose, glicose, dextrinas e oligossacarídeos (XU et al., 2011). 

Segundo Pinkaew et al. (2016), o isolamento do amido envolve a remoção de 

proteínas. Assim, um maior rendimento de extração de amido é seguido por um 

menor teor de proteína. No entanto, embora tenha sido observada uma diferença 

significativa no rendimento do amido, a germinação não induziu mudanças no teor 

de proteína bruta nem no teor de umidade do amido no presente estudo. Xu et al. 

(2011) revelaram que o teor de proteína após a germinação está relacionado ao 

peso molecular das proteínas; enquanto que as proteínas de alto peso molecular 

são, até certo ponto, hidrolisadas durante o estágio inicial de germinação, as 

proteínas com baixo peso molecular permanecem praticamente as mesmas. 
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Na germinação, houve um aumento significativo do teor de cinzas. Esse 

aumento pode ser devido à hidrólise dos inibidores de nutrientes promovido pela 

germinação, como o ácido fítico, levando à liberação de fosfato e minerais (WANG et 

al., 2018). Segundo Kajla, Sharma e Sood (2017), durante a germinação cerca de 

70% do fósforo é convertido em fósforo livre solúvel pela ação da fitase, o que 

consequentemente aumenta o teor de cinzas.  

A germinação proporcionou um aumento significativo do conteúdo lipídico. 

Esse aumento pode estar relacionado aos lipídios livres decorrentes do aumento das 

atividades das enzimas lipolíticas durante a germinação (BARANZELLI et al., 2018; 

SINGH et al., 2017). Além disso, A perda de amido devido à germinação leva à 

consequente diminuição do peso; assim, as porcentagens dos outros componentes 

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

 

4.3.2 Atividade amilolítica e alfa-amilase em grãos moídos e amido de trigo 

As atividades amilolítica e alfa-amilase em grãos moídos de trigo germinado e 

não germinado foram superiores aos valores encontrados para seus respectivos 

amidos (Figura 14).  

 

Figura 14. Atividade enzimática (amilolítica e alfa-amilase) dos grãos de trigo não 

germinado (TMNG) e germinado (TMG) e dos amidos de trigo não germinado 

(ATNG) e germinado (ATG).  

 

A maior atividade enzimática no trigo integral em comparação com o amido é 

explicada pela ação 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 

extração do amido, as enzimas podem ter sido removidas, o que, juntamente com a 

solubilidade das proteínas, pode ter contribuído para a menor atividade enzimática 

do amido, em comparação com o grão triturado de trigo. 

As atividades amilolítica e alfa-amilase foram maiores nos grãos de trigo 

moídos germinados e no amido de trigo germinado do que nas amostras não 

germinadas. As amilases endógenas, que são sintetizadas na camada de aleurona, 

são ativadas durante a germinação e são responsáveis pela degradação do 

endosperma amiláceo (DELCOUR; HOSENEY, 2010). A alfa-amilase constitui 

aproximadamente 30% do total de enzimas sintetizadas durante a germinação e 

desempenha um papel importante na hidrólise do amido, agindo principalmente 

como uma enzima de clivagem durante o processo de germinação (KALITA et al., 

2017). 

De Brier et al. (2015) relataram que a alfa-amilase pode persistir em grãos de 

trigo maduros e não germinados em níveis suficientes para afetar a atividade 

enzimática das farinhas, o que explica a atividade da alfa-amilase em trigo não 

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 germinação do trigo, Jin et al. 

(2011) relataram valores de atividade da alfa-amilase até 12 vezes maiores após 5 

dias de germinação. 

 

4.3.3 Produção de ciclodextrinas de amido de trigo  

A produção de ciclodextrinas foi diretamente influenciada pela concentração de 

amido (Tabela 4). A concentração de amido induziu mudanças que foram 

proporcionais à quantidade de ciclodextrinas produzidas. Quando a concentração de 

amido mais alta foi utilizada (10%), o número de γ-CDs aumentou, enquanto as 

concentrações de α e β-CDs diminuíram continuamente durante a reação. Por outro 

lado, os amidos de trigo apresentaram maior taxa de conversão para β-CDs em 

menor concentração de amido (1%).  

A proporção de ciclodextrinas é dependente da concentração inicial de 

substrato e do tempo de reação (SCHÖFFER et al., 2017). Observações 

semelhantes foram feitas na produção de ciclodextrinas e na taxa de conversão de 

diferentes concentrações de amido de batata (0,5 a 5,0%) (IBRAHIM et al. 2011). 
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Esses autores encontraram uma taxa de conversão mais alta usando uma 

concentração de 1,5% de amido comparado a uma concentração de 5,0% de amido. 

 

Tabela 4. Concentrações de α, β e γ-ciclodextrinas e rendimento de conversão de 

amidos de trigo não germinado e germinado em ciclodextrinas. 

Amido de 

trigo 
Amido (%)a 

Ciclodextrinas 

(mg/mL) 
Ciclodextrinas (%) Rendimento 

(%)b 
α β γ α β γ 

Não 

germinado 

1 0,04 4,42 0,40 1,42 89,06 9,52 48,6 

10 3,02 2,75 6,55 35,00 17,60 4,45 12,3 

Germinado 
1 0,04 5,00 0,40 1,30 90,25 8,45 54,4 

10 3,29 3,09 6,52 36,40 18,52 45,12 12,9 

a
 Concentração calculada com relação à solução tampão (p/v). 

b
= mg ciclodextrina/100 mg amido. 

 

Sakinah et al. (2014) testaram o efeito de diferentes concentrações de amido 

de mandioca e ciclodextrina glicosiltransferase na produção de ciclodextrinas, e 

encontraram concentrações mais altas de ciclodextrinas quando utilizadas 

concentrações mais baixas de amido. No entanto, o aumento na concentração de 

amido de tapioca (acima de 8% p/v) não resultou em um aumento significativo na 

produção total de ciclodextrina. Isso ocorre porque os locais de ligação do amido 

ficaram saturados em concentrações mais altas de amido, enquanto a concentração 

de ciclodextrina glicosiltransferase permaneceu constante, resultando em um 

rendimento insignificante de ciclodextrina. 

Schöffer et al. (2013) estudaram o efeito da concentração de substrato na 

produção de β-ciclodextrina, com concentrações de amido solúvel variando de 0,2% 

a 10%, e descobriram que o rendimento máximo de conversão ocorreu em uma 

baixa concentração de amido (4%). Segundo Rakmai; Cheirsilp (2016), a redução na 

concentração de β-ciclodextrina usando uma alta concentração de substrato ocorre 

porque as reações que produzem ciclodextrinas são reversíveis e inibidas por uma 

alta concentração de produto. Além disso, altas concentrações 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 

concentração de substrato e temperatura na produção de β-ciclodextrina, foi 
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observado que o aumento na concentração de amido de sago resultou em um 

aumento na concentração final de β-ciclodextrina em todas as temperaturas 

testadas. Isso ocorre porque um aumento na concentração do substrato aumenta a 

frequência de colisão de enzimas e substratos. 

O processo de germinação influenciou a produção de β-ciclodextrina mais 

eficientemente na menor concentração de amido (1%) testada. Durante a 

germinação, várias alterações no grão foram observadas, incluindo o aumento de 

enzimas amilolíticas ativadas por mecanismos que regulam o processo de 

germinação (MCKIE; MCCLEARY, 2015). A presença dessas enzimas podemter 

contribuído para a diferença observada na produção de ciclodextrinas. Tanto nos 

amidos de trigo germinados como nos não germinados, uma concentração de amido 

de 10% induziu uma redução no teor de β-ciclodextrina e um aumento no teor de γ-

ciclodextrina. 

Como o processo de germinação diminui a qualidade tecnológica da farinha de 

trigo para a produção de pão, uma alternativa seria isolar o amido de trigo 

germinado para a produção de ciclodextrinas, o que representaria uma maneira de 

agregar valor a um produto que de outra forma seria descartado pela indústria 

alimentar. 

 

4.3.4 Quantificação de açúcares redutores das CDs produzidas 

O conteúdo de açúcares redutores nas ciclodextrinas produzidas a partir do 

amido de trigo esta apresentado na Tabela 5.  

 Embora a CGTase pertença à família das α-amilases, esta enzima catalisa 

principalmente a ciclização 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 várias desvantagens, como a 

degradação de CDs e um baixo rendimento devido à aceleração de outras reações 

da CGTase por acoplamento (SAKINAH et al., 2009). Nesse contexto, o uso de 

amido de trigo previamente hidrolisado por amilases produzidas durante a 

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

Amidoa Amidob (%) Açúcares redutores (mg/mL)c 

ATNG 1 0,39±0,006d 

ATNG 10 0,89±0,003b 

ATG 1 0,43±0,013c 

ATG 10 0,97±0,002a 

a
 ATNG= amido de trigo não germinado;  ATG= amido de trigo germinado. 

b
 Concentrações de amido calculados com relação a 100 mL de solução tampão; 

c
 mg glicose / ml de solução de ciclodextrina. Cada valor representa a media de três repetições. 

Média ±desvio padrão. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferença 
estatisticamente significativa entre si (p<0,05 

 

Como observado na Tabela 5, o processo de germinação contribuiu para o 

aumento do teor de açúcares redutores, possivelmente devido à presença de 

enzimas α e β-amilase. No processo de germinação, as reservas de grãos, como 

amido, proteínas e lipídios, são metabolizadas durante a degradação do 

endosperma e a formação de enzimas (DELCOUR; HOSENEY, 2010). Segundo 

Wang et al. (2013), o tratamento com enzimas amilolíticas pode produzir grandes 

quantidades de glicose, o que poderia facilitar a reação de acoplamento com as 

CDs. Confirmando essa afirmação, o amido de trigo germinado apresentou o maior 

teor de açúcares redutores e, consequentemente, o maior rendimento de 

ciclodextrinas (Tabela 4). 

Os resultados encontrados neste trabalho estão de acordo com os resultados 

encontrados por Xu et al. (2011) que mostraram uma relação inversa entre o 

rendimento de extração de amido e a redução do teor de açúcar, onde a germinação 

causou uma diminuição no teor total de amido, mas um aumento no nível de 

açúcares redutores. Isso ocorre porque as amilases produzidas durante a 

germinação clivam as ligações glicosídicas α-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 reação de acoplamento com os CDs, resultando em sua degradação.  

Saman et al. (2008) relataram um maior teor de açúcares redutores durante o 

processo de germinação, e atribuíram isso à presença de enzimas hidrolíticas. 

Segundo Rakmai e Cheirsilp (2016) e Muria et al. (2011), o aumento na quantidade 

de açúcares redutores pode ser atribuído à hidrólise adicional do amido e da 
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ciclodextrina em açúcares redutores, uma vez que a ciclodextrina glicosiltransferase 

também catalisa a hidrólise do amido. 

 

4.3.5 Análise térmica (TGA/DTA) do complexo de inclusão (CDs/OEL) 

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

produzidas a partir do amido de trigo germinada foi determinada usando curvas 

TGA/DTA (Figura 15).  

 

 

 

Figura 15. Termogramas TGA (a) e DTA (b) do complexo de inclusão, OEL e 

ciclodextrinas.  

As temperaturas inicial e final de decomposição 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 estágio de decomposição térmica, onde ocorreu a 

principal degradação das moléculas de CDs. O óleo essencial de laranja iniciou sua 

decomposição a 31,9 °C e sua decomposição completa ocorreu em torno de 135 °C, 

com uma redução de massa de 94,7%, indicando sua natureza altamente volátil. Por 

outro lado, os termogramas do complexo de inclusão apresentaram dois estágios de 

decomposição térmica. A primeira etapa com uma perda de massa de 48,0% pode 

ser atribuída à degradação principal da CD (293 °C), e a segunda etapa (421,8 °C), 

provavelmente à evaporação do óleo essencial de laranja com uma redução 

adicional de 23,0% na massa.  

No complexo de inclusão, não há evidências da presença de óleo essencial de 

laranja na temperatura de decomposição (127 °C, Figura 16b), sugerindo que a 

formação do complexo de inclusão aumentou a estabilidade térmica do óleo 

essencial, retardando assim a sua decomposição. Segundo Yildiz et al. (2018), a 

estabilidade térmica aumentada do óleo essencial é um indicativo de complexação 

de inclusão entre a ciclodextrina e moléculas hóspedes. Munhuweyi et al. (2018) 

produziram microcápsulas de p-ciclodextrina contendo óleos essenciais de canela e 

orégano, e observaram uma alteração na degradação térmica da molécula hóspede 

após complexação com ciclodextrina. Essas mudanças foram atribuídas a uma 

interação química e à presença de uma molécula hospedeira no complexo que 

aumentava a estabilidade térmica dos compostos voláteis. 

 

4.4 Conclusão 

Os grãos de trigo germinados no campo são uma fonte promissora de amido 

para a produção de ciclodextrina. A concentração de amido germinado e não 

germinado influenciou o rendimento e os teores de α, β e γ-ciclodextrinas, sendo 

observado o maior rendimento de conversão quando utilizado amido de trigo 

germinado na concentração de 1%, produzindo principalmente β-ciclodextrina, 

enquanto a maior concentração de amido (10%) produziu maiores concentrações de 

γ-ciclodextrinas. O complexo de inclusão produzido com ciclodextrinas a partir de 

amido de trigo germinado aumentou a estabilidade térmica do óleo essencial de 

laranja, promovendo sua proteção em altas temperaturas. Assim, o amido de trigo 

germinado pode ser um substrato promissor para a produção de ciclodextrina, 

agregando valor a este produto que, normalmente, não é utilizado pela indústria de 

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

temperaturas. 
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Resumo 

A técnica de electrospun é um processo eletro-hidrodinâmico que visa à obtenção de 

fibras (electrospinning) ou partículas (electrospraying), baseada na concentração da 

solução do polímero. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do processo 

utilizado (electrospinning ou electrospraying) na eficiência de encapsulação de óleo 

essencial de laranja. O óleo essencial de laranja (30, 40 e 50%) foi encapsulado 

utilizando zeína (10%) como matriz polimérica para a formação das cápsulas, e 

zeína (20%) para as fibras. As soluções poliméricas foram caracterizadas pelo 

potencial zeta. A eficiência de encapsulação, capacidade de carregamento e 

morfologia das cápsulas e fibras foram avaliadas. O potencial zeta aumentou 

proporcionalmente com o aumento da concentração do óleo essencial de laranja. A 

eficiência de encapsulação e a capacidade de carregamento foram 

significativamente maiores na formação de fibras do que na formação de cápsulas e 

aumentaram com o aumento da concentração de óleo essencial de laranja. A 

morfologia das cápsulas em todas as concentrações de óleo essencial de laranja 

estudadas apresentou partículas “enrugadas”. As fibras com 40% de óleo essencial 

de laranja apresentaram morfologia mais homogênea com apenas alguns “beads”. O 

processo de electrospinning se mostrou a técnica mais eficiente para a 

encapsulação do óleo essencial de laranja, com alta eficiência de encapsulação. 

 

Palavras-chave: electrospinning; electrospraying; cápsulas; fibras; óleo essencial de 

laranja. 
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5.1 Introdução 

Os óleos cítricos representam uma mistura de centenas de compostos que 

podem ser classificados em três frações: hidrocarbonetos terpênicos, compostos 

oxigenados e compostos não voláteis (ALPARSLAN et al., 2016). Devido ao baixo 

peso molecular dos componentes constitucionais, como aldeídos, álcoois, ésteres e 

terpenóides, os óleos essenciais são altamente voláteis e lipofílicos (HASHTJIN; 

ABBASI, 2015).  

A encapsulação consiste de uma técnica para aprisionar um material ou 

mistura de materiais (molécula hóspede) em outros materiais ou sistemas (material 

de parede) a fim de evitar a perda dos compostos bioativos e voláteis (SHRESTHA 

et al., 2017). A técnica pode manter a estabilidade química do hospedeiro e 

promover sua liberação no tempo e taxa desejado (ROSA et al., 2015). Além disso, 

a encapsulação pode proporcionar proteção contra a degradação, causada 

principalmente por altas temperaturas, luz UV e oxidação, além de ampliar a ação de 

seu princípio bioativo (EL ASBAHANI et al., 2015; SOTELO-BOYÁS et al., 2017). 

Vários métodos de encapsulação tais como electrospun, gelificação, deposição 

de camada por camada, extrusão, co-precipitação, coacervação, secagem por 

pulverização / liofilização, formação de emulsão e outros são usados para aprisionar 

moléculas hóspedes (ZHU, 2017). O electrospun tem despertado interesse por ser 

uma técnica alternativa com potenciais aplicações em alimentos, embalagens de 

alimentos e indústrias agrícolas (AYTAC et al., 2017; LIBRÁN et al., 2017). Esta 

técnica apresenta como uma das vantagens a de trabalhar sob condições 

ambientais (temperatura e pressão), além da obtenção de maiores eficiências de 

encapsulação e menores tamanhos de partículas do que nos atomizadores 

mecânicos convencionais (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2016; GARCÍA-MORENO 

et al., 2017). 

A técnica de electrospun, ou seja, electrospinning ou electrospraying é um 

processo electro-hidrodinâmico que consiste na aplicação de uma alta voltagem que 

carrega positivamente a solução polimérica contida em uma seringa. A solução é 

bombeada, e por atração e transporte da solução em direção a um coletor, 

carregado negativamente, as fibras ou cápsulas com potencial de encapsular 

compostos são formadas (MENDES et al., 2017; ZAEIM et al., 2017). A diferença 

entre as técnicas de electrospinning e electrospraying é baseada na concentração 
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da solução de polímero. Quando a concentração da solução é alta, o jato do cone de 

Taylor é estabilizado e as fibras são formadas; se a solução apresentar baixa 

concentração, o jato é desestabilizado e gotículas finas são formadas (BHUSHANI; 

ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; GHORANI; TUKER, 2015). 

Para a encapsulação de compostos bioativos pela técnica de electrospun, uma 

ampla gama de proteínas de grau alimentício pode ser usada (BHUSHANI et al., 

2017). Entre eles, a zeína, uma proteína do milho, apresenta várias vantagens, 

como biocompatibilidade e biodegradabilidade (YANG et al., 2017). Além disso, a 

zeína é conhecida por sua alta resistência térmica e grande propriedade de barreira 

ao oxigênio (NEO et al., 2013) considerada como um material de parede potencial 

para a encapsulação de compostos funcionais e para aplicações no setor de 

embalagens. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do processo utilizado 

(electrospinning ou electrospraying) na eficiência de encapsulação de óleo essencial 

de laranja. 

 

5.2 Materiais e métodos 

5.2.1 Material  

Laranjas da variedade Valência [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram colhidas em 

setembro de 2015, no sul do Rio Grande do Sul, na cidade de Pelotas, Brasil. A 

zeína foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA). 

 

5.2.2 Extração do óleo essencial de laranja 

O óleo essencial de laranja foi extraído por hidrodestilação, conforme descrito 

por Kringel et al. (2017).  

 

5.2.3 Preparo da solução polimérica de zeína 

As soluções poliméricas foram preparadas usando zeína em duas 

concentrações diferentes. Para o processo de electrospraying utilizou-se 10% (p/v) 

de zeína e para o processo de electrospinning foi utilizada a concentração de 20% 

(p/v). Incialmente, a zeína foi dissolvida em solução aquosa de etanol a 70% sob 

agitação. Na sequência, 30, 40 ou 50% (p/p, OEL/zeína) de óleo essencial de laranja 

foi adicionado às soluções de polímero e agitado durante 15 min no escuro a 21 ± 

2°C. 
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5.2.4 Produção das cápsulas e fibras 

Para ambas as técnicas (electrospinning e electrospraying) as soluções de 

polímero foram carregadas em uma seringa plástica de 6 mL e bombeadas (Modelo 

780100; Kd Scientific Inc., Holliston, MA, EUA) através de uma agulha de aço 

inoxidável de extremidade chata e calibre 16 (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canadá) 

com taxa de 0,8 mL.h-1. A agulha estava conectada a um eletrodo positivo de uma 

fonte de alta tensão (ES30R-5W/DM; Gamma High Voltage Research, EUA) à 20 kV. 

O sistema foi configurado verticalmente e a distância entre a agulha e o alvo coletor 

foi fixada em 20 cm. As cápsulas e fibras foram coletadas numa placa coletora de 

aço inoxidável circular coberta com folha de alumínio. O processo foi conduzido a 22 

± 2°C e 30% de umidade relativa do ambiente, dentro de uma câmara com controle 

de umidade e temperatura (MLR-350; SANYO Electric Co., Japão).  

 

5.2.5 Determinação do Potencial zeta  

O Potencial zeta foi obtido pela técnica de espalhamento dinâmico de luz (DLS) 

usando o equipamento Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments, Worcestershire, 

Reino Unido). As amostras foram diluídas 100 vezes com etanol a 70% e medidas a 

25 °C. 

 

5.2.6 Eficiência de encapsulação e capacidade de carregamento 

A capacidade de carregamento (CC) e a eficiência de encapsulação (EE) foram 

determinadas de acordo com Moomand; Lim (2014) pela medição do óleo não 

aprisionado, com algumas modificações. O óleo da superfície das cápsulas foi 

removido pela lavagem com hexano. A absorbância do líquido contendo o óleo e 

hexano foi medida em espectrofotômetro. O conteúdo de óleo na fração hexano (B) 

foi determinada por uma curva padrão (R2=0,99) preparada pela diluição do óleo 

essencial em hexano em diferentes concentrações. A quantidade teórica do óleo (A) 

foi considerada como a quantidade do óleo essencial inicialmente adicionada na 

solução polimérica (30, 40 e 50% p/p, OEL/zeína). A CC e a EE foram calculadas de 

acordo com as Equações 3 e 4, respectivamente: 

    
(   )

 
      Eq. (3) 

    
(   )

 
      Eq. (4)  
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Onde A é a quantidade teórica de óleo essencial (mg), B é a quantidade de 

óleo livre coletado na solução com hexano (mg) e C é o peso inicial das cápsulas 

(mg). 

 

5.2.7 Morfologia das cápsulas e fibras 

A morfologia das cápsulas e das fibras foi avaliada utilizando microscópio 

eletrônico de varredura (S-570; Hitachi High Technologies Corp., Japão) a uma 

voltagem de aceleração de 10 kV. As amostras foram recobertas com uma camada 

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

 

5.2.8 Estatística  

As análises foram realizadas em triplicatas e o desvio padrão foi reportado. As 

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significância pela análise de 

variância (ANOVA). 

 

5.3 Resultados e discussão 

 

5.3.1 Potencial zeta 

Os valores do potencial zeta das cápsulas e fibras são mostrados na Figura 

16 (a) e (b), respectivamente.  

 

 

Figura 16. Potencial zeta das cápsulas (a) e fibras (b) contendo óleo essencial de 

laranja (OEL) em diferentes concentrações. 

 

(a) (b) 
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Para ambas as amostras (cápsulas e fibras) o comportamento observado foi o 

mesmo, o potencial zeta aumentou proporcionalmente com o aumento da 

concentração de óleo essencial de laranja. O potencial zeta foi ligeiramente superior 

para as fibras, em todas as concentrações de óleo essencial estudadas. Segundo 

Liang et al. (2018) o aumento no valor do potencial zeta mostra uma maior interação 

entre a molécula hóspede e a zeína. 

As dispersões coloidais com valores de potencial zeta superiores a ± 30 mV 

indicam partículas altamente carregadas (negativas ou positivas), proporcionando 

dispersões fisicamente estáveis devido à repulsão eletrostática gerada (ROSA et al., 

2015). Os resultados encontrados no presente estudo mostraram a formação de 

cápsulas e fibras com uma estrutura mais agregada, provavelmente devido à 

hidrofobicidade tanto do óleo essencial de laranja quanto da zeína (CHEN et al., 

2018). 

 

5.3.2 Eficiência de encapsulação e capacidade de carregamento 

A eficiência de encapsulação (%) e capacidade de carregamento (%) das 

cápsulas e fibras carregadas de óleo essencial de laranja são mostradas na Figura 

17a e 17b, respectivamente. 

 

 

Figura 17. Eficiência de encapsulação e capacidade de carregamento das cápsulas 

(a) e fibras (b) contendo óleo essencial de laranja (OEL) em diferentes 

concentrações. 

 

A eficiência de encapsulação e capacidade de carregamento foram 

significativamente superiores nas fibras quando comparado às cápsulas. Este 

(a) (b) 
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resultado mostra que o electrospinning é uma técnica mais eficiente para a 

encapsulação do óleo essencial de laranja, apresentando alta eficiência de 

encapsulação. Além disso, o ineficiente encapsulamento do óleo essencial de 

laranja nas cápsulas pode ser devido à facilidade de difusão de vapor no conteúdo 

de polímero relativamente reduzido solicitado para a formação de cápsulas 

comparado com a concentração de zeína necessária para as fibras (YAO et al., 

2016). O mesmo comportamento foi observado por Liang et al. (2017) quando a 

eficiência de encapsulação do epigalocatequina galato aumentou proporcionalmente 

à medida que a concentração de zeína aumentou.  

A eficiência de encapsulação alcançada neste estudo utilizando a técnica de 

electrospinning foi maior (75% a 90%) do que aquelas relatadas para encapsulação 

de óleo essencial de laranja por outros métodos (40 a 88%) (VELMURUGAN et al., 

2017; GHASEMI et al., 2017). Este resultado pode estar relacionado às condições 

de processo utilizadas durante a encapsulação, visto que a técnica utilizada não 

envolve temperatura, pressão e condições químicas severas. Assim, os óleos 

essenciais são protegidos da volatilização e degradação durante o processo de 

encapsulação (KHOSHAKHLAGH et al., 2017). 

Além do método utilizado, outros fatores afetam a eficiência de encapsulação 

de óleos essenciais, como materiais de núcleo e parede. Wang et al. (2017) 

relataram o uso de fibras eletro-esféricas de zeína como um encapsulante eficiente 

para componentes funcionais de alimentos. 

Em relação à concentração de óleo essencial, tanto nas cápsulas quanto nas 

fibras, a eficiência de encapsulação e a capacidade de carregamento foram 

aumentadas com o aumento da concentração de óleo essencial de laranja (Figuras 

18a e 18b). Cheng e Zhong (2015) observaram comportamento oposto nas 

nanopartículas de zeína, quando a concentração de óleo de hortelã-pimenta 

aumentou, a eficiência de encapsulação diminuiu. Essa diferença pode estar 

relacionada à maior afinidade do óleo de laranja com a zeína do que o óleo de 

hortelã-pimenta. Segundo Kringel et al. (2017), a afinidade entre moléculas 

hospedeiras e hospedeiras é influenciada pela composição química, tamanho 

molecular e estrutura do óleo essencial. 
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5.3.3 Morfologia das cápsulas e fibras 

Os efeitos das concentrações de óleo essencial laranja e do polímero na 

morfologia das cápsulas e fibras foram estudados e estão apresentados na Figura 

18.  

 

 

 
Figura 18. Morfologia das cápsulas com 30, 40 e 50% de óleo essencial de laranja 

(a, b e c, respectivamente) e fibras com 30, 40 e 50% de óleo essencial de laranja 

(d, e,f, respectivamente). 

 

c f 

a 

b 

d 

e 
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As cápsulas apresentaram partículas “enrugadas” em todas as concentrações 

de óleo essencial de laranja estudadas (Figuras 19a, 19b e 19c). Segundo Gomez-

Estaca et al. (2012), a forma das partículas de zeína pode ser devido a um aumento 

no tamanho das gotículas junto com uma rápida evaporação do solvente, formando 

uma pele semi-sólida do polímero na superfície, que após a secagem colapsa e 

forma partículas enrugadas. 

As fibras produzidas com 30 e 50% de óleo essencial de laranja (Figuras 19d e 

19f, respectivamente) apresentaram maior formação de “beads”, enquanto que as 

fibras com 40% de óleo essencial de laranja apresentaram morfologia mais 

homogênea com apenas alguns “beads” observados. Essa diferença pode estar 

relacionada principalmente com a concentração do polímero. Concentrações de 

polímero mais altas estabilizam o jato do cone de Taylor e o alongamento ocorre 

devido ao mecanismo de instabilidade de entrelaçamento. Por outro lado, 

concentrações mais baixas de polímero produzem gotículas finas devido à 

desestabilização do jato (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). 

Moomand e Lim (2015) notaram que uma menor concentração de polímero (10% 

p/p) produziu agregados de zeína enquanto uma maior concentração de polímero 

(20% m/m) resultou em fibras lisas. Com isto, pode-se pressupor que a zeína é mais 

adequada para a encapsulação de óleo essencial de laranja na forma de fibras do 

que em cápsulas. 

 

5.4 Conclusão  

A menor concentração de zeína formou cápsulas agregadas, enquanto que na 

concentração mais alta de zeína foram obtidas fibras uniformes. A concentração de 

zeína não influenciou os valores do potencial zeta. No entanto, a concentração de 

óleo essencial de laranja influenciou o potencial zeta, que aumentou 

proporcionalmente à medida que a concentração do óleo essencial de laranja 

aumentou na solução polimérica. A maior concentração de zeína contribuiu para a 

maior eficiência de encapsulação, aumentando também com a maior concentração 

de óleo essencial de laranja. A menor concentração de zeína produziu partículas 

desunifomes, em todas as concentrações de óleo essencial de laranja estudadas. 

Fibras produzidas com 30 e 50% de óleo essencial de laranja apresentaram vários 

“beads”, enquanto as fibras com 40% de óleo essencial de laranja apresentaram 

morfologia mais homogênea com apenas alguns “beads”. Assim, o electrospinning 
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pode ser considerado a técnica mais adequada para encapsulação de óleo essencial 

de laranja e as fibras formadas por esta técnica podem apresentar potencial para 

aplicação em embalagens de alimentos. 

 

5.5 Estudos futuros 

Tendo em vista os resultados obtidos neste estudo e a atividade antifúngica do 

OEL relatada na literatura, têm-se como proposta de continuação deste trabalho a 

aplicação das fibras de zeína com OEL encapsulado em embalagens ativas para 

controle de Aspergillus spp. Uma possível aplicação destas fibras com propriedades 

antifúngicas seriam em embalagens de produtos de panificação, como pães ou 

bolos, visto que a principal fonte de contaminação destes produtos se dá por fungos 

do gênero Aspergillus.  

Para isto, algumas análises poderiam ser realizadas, tais como: determinação 

da atividade antifúngica dos voláteis do óleo essencial pela técnica de micro-

atmosfera e identificação de voláteis e o percentual de retenção (r%) destes voláteis 

pela zeína.  Além disso, seria interessante avaliar o mecanismo de liberação do OEL 

das fibras pela técnica de headspace, em ambientes com diferentes umidades 

relativas (%UR); bem como a distribuição do óleo essencial de laranja nas fibras de 

zeína através da análise de microscopia confocal.  
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Resumo 

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifúngica in vitro do óleo essencial 

de laranja (OEL) contra seis isolados de Aspergillus spp. bem como a atividade 

antifúngica do OEL na forma livre e encapsulada em bolos. O OEL foi encapsulado 

pelo método de precipitação antissolvente, usando zeína e complexo de inclusão 

entre β-ciclodextrinas (β-CD/OEL) em diferentes concentrações (2,5; 5,0 e 7,5% m/v, 

em relação à zeína). As cápsulas produzidas foram secas pela técnica de 

electrospraying. Em geral, as cápsulas apresentaram formato esférico e regular com 

eficiência de encapsulação de 35%. As alterações no padrão de difração do 

complexo de inclusão (β-CD/OEL) e da β-CD indica que a complexação foi efetiva, 

além disso, o menor pico em 17,07° das cápsulas de zeína e complexo de inclusão 

β-CD/OEL confirmam a encapsulação bem-sucedida. O OEL inibiu o crescimento de 

todas as espécies de Aspergillus testadas. A concentração inibitória mínima (CIM) 

do OEL variou de 45,24 a 90,47 mg/mL e a concentração fungicida mínima (CFM) 

variou de 45,24 a >180,95 mg/mL. A. terreus (MV 3529) mostrou-se a espécie mais 

sensível ao OEL, seguido da A. niger (MV 3531 M 1354). A espécie A. fumigatus 

apresentou a maior resistência ao OEL com CFM de ≥180,95 mg/mL. O OEL atrasou 

efetivamente a deterioração microbiológica dos bolos de 30 para 150 dias. Estes 

resultados sugerem que o OEL pode ser usado com o intuito de aumentar a 

estabilidade microbiológica, e consequentemente a vida-útil de bolos. 

 

Palavras-chave: atividade antifúngica, Aspergillus, óleo essencial de laranja, bolos. 
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6.1 Introdução 

A deterioração dos produtos é um dos maiores problemas na indústria de 

panificação. Por esta razão, o uso de conservantes sintéticos acaba sendo uma 

alternativa para aumentar a vida útil de bolos e pães. No entanto, a utilização destes 

conservantes vem sendo relacionada a problemas de saúde e a associada 

percepção negativa do consumidor. No intuito de contornar esse problema, a 

indústria de panificação tem explorado alternativas naturais para a preservação dos 

produtos (DEBONNE et al., 2018). Assim, óleos essenciais cítricos têm sido 

explorados como conservante natural devido ao seu aroma e características 

antioxidantes favoráveis, bem como suas atividades antimicrobianas (DONSÌ; 

FERRARI, 2016; LI et al., 2018; TAO et al., 2014). Estes óleos essenciais são 

considerados uma alternativa viável para controlar o crescimento de Aspergillus 

flavus e Penicillium verrucosum, entre outros fungos comumente associados à 

deterioração de produtos de panificação (SIMAS et al., 2017) que podem estar 

presentes na superfície do produto devido à contaminação pós-panificação, durante 

as etapas de resfriamento, acabamento e embalagem (SIRISOONTARALAK et al., 

2017). 

Citrus sinensis (L.) Osbeck é 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 óleos essenciais de laranja (OEL) 

(GONÇALVES et al., 2018). Embora amplamente utilizado na indústria de alimentos, 

o OEL na forma não encapsulada é volátil e suscetível à oxidação na presença de 

luz, ar e umidade (WADHWA et al., 2017). Além disso, sua alta reatividade e 

hidrofobicidade representam desafios consideráveis durante as formulações de 

alimentos e bebidas (DONSÌ; FERRARI, 2016). Para superar esses desafios, o óleo 

essencial precisa ser encapsulado em sistemas compatíveis com a aplicação em 

alimentos (EVAGELIOU; SALIARI, 2017). 

A encapsulação envolve o aprisionamento de uma substância (agente ativo) 

dentro de um material suporte (material de parede) com a finalidade de proteger a 

substância ativa e estender sua bioatividade (KHORSHIDIAN et al., 2018). Desta 

forma, a capacidade e eficiência de encapsulamento são altamente dependentes do 

material de parede usado utilizado (WANI et al., 2017). Uma ampla gama de 

polímeros pode ser usada como material de parede, como por exemplo, a zeína, 

uma prolamina extraída do milho que tem sido utilizada como material de parede 
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para melhorar a eficiência de encapsulação devido à sua biodegradabilidade e 

compatibilidade com outros polímeros (GHORANI; TUCKER, 2015; WU et al., 2012). 

A zeína contém domínios hidrofóbicos e hidrofílicos que podem ser facilmente 

convertidos em nanopartículas coloidais esféricas pelo método de precipitação 

utilizando antissolvente (SUN et al., 2016). Neste método, a diferença de 

solubilidade da zeína em etanol e água é responsável por precipitar as 

nanopartículas de zeína promovendo a encapsulação do óleo essencial, o qual é 

dissolvido na solução aquosa de etanol juntamente com a zeína (WU et al., 2012). 

Após a precipitação, é necessária uma etapa de secagem para manter a 

estabilidade do óleo essencial, bem como facilitar o manuseio e armazenamento 

(ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014). Neste contexto, o electrospraying é uma 

técnica promissora para a produção de microcápsulas. Este método consiste na 

aplicação de um campo elétrico de alta voltagem em uma solução polimérica, a qual 

é pulverizada em direção a um coletor de carga oposta ou aterrada, onde as 

microcápsulas secas são depositadas (GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017). O 

electrospraying é ideal para o encapsulamento de compostos voláteis e 

termicamente instáveis, como os óleos essenciais, uma vez que o processo é 

realizado à temperatura ambiente e à pressão atmosférica (VEGA-LUGO; LIM, 

2009). Além disso, a complexação 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 antifúngica in vitro do óleo 

essencial de laranja frente a seis espécies de Aspergillus spp. e avaliar sua atividade 

através da incidência fúngica em bolos utilizando OEL na forma livre e encapsulado 

pelo método de precipitação utilizando antissolvente. 

 

6.2 Material e métodos 

6.2.1 Materiais 

Laranjas da variedade Valência [Citrus sinensis (L.) Osbeck] foram colhidas em 

setembro de 2015, na cidade de Pelotas, Brasil. A β-ciclodextrina comercial (β-CD; 

97% de pureza) e a zeína foram adquiridas da Sigma-Aldrich (EUA). Este 

experimento foi realizado nos laboratórios do Departamento de Ciência de Alimentos 

da Universidade de Guelph, em Guelph, Canadá, nos Laboratórios do Departamento 

de Ciência e Tecnologia de Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas e no 



103 
 

Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Micologia Veterinária da Universidade Federal 

de Pelotas. 

 

6.2.2 Extração do óleo essencial de laranja (OEL) 

O óleo essencial de laranja foi obtido por hidrodestilação, conforme descrito por 

Kringel et al. (2017).  

 

6.2.3 Atividade antifúngica do OEL 

6.2.3.1 Micro-organismos e preparação dos inóculos fúngicos 

A atividade antifúngica do OEL foi avaliada contra três 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 gênero Aspergillus 

foi escolhido para avaliação, pois é um dos fungos mais importantes associados à 

deterioração do bolo. 

As avaliações antifúngicas in vitro foram realizadas pela técnica de 

microdiluição em caldo, de acordo com o protocolo M38-A2 estabelecido pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (2008) com adaptações. Resumidamente, 

os fungos foram cultivados em placas contendo ágar de dextrose de batata 

(Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) a 30 °C durante 7 dias para induzir a formação 

de conídios e esporangiósporos. As colônias foram cobertas com 3 mL de solução 

salina estéril a 0,85% contendo uma gota de Tween 20 (cerca de 0,01 mL) para 

facilitar a preparação do inóculo. O conteúdo fúngico foi transferido para tubos para 

a decantação das partículas pesadas. Após cerca de 3 min, as suspensões 

superiores foram transferidas para tubos contendo soro fisiológico para correção do 

inóculo para transmitância de 80-82% (correspondente à 0,09 a 0,11 de 

absorbância) em espectrofotômetro (Spectrum Instruments Co. Shanghai, China) à 

530 nm. Após o ajuste da concentração, uma diluição em meio RPMI-1640 (meio 

Roswell Park Memorial Institute, Sigma, Alemanha), suplementado com glicose 2% e 

MOPS [3- (ácido N-morfolino propanosulfônico)], foram preparadas na proporção de 

1:50 (v/v), correspondendo a uma densidade de aproximadamente 0,4 a 5×104 

UFC/mL.  
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6.2.3.2 Concentração inibitória mínima (MIC) e concentração fungicida mínima 

(CFM) 

Em uma microplaca de 96 poços, prepararam-se diluições seriadas de OEL em 

meio RPMI-1640 suplementado entre as concentrações de 0,707 a 361,9 mg/mL. 

Para controle do experimento, poços contendo 100 mL de RPMI-1640, foram 

adicionados de 100 mL de OEL (para o controle negativo) e 100 mL de inoculo 

fúngico (para o controle positivo). As microplacas foram incubadas a 35 °C por 48h 

para estabelecer os valores de CIM, correspondendo a menor concentração do óleo 

essencial para inibir o crescimento fúngico. Para CFM, 10 μL de cada poço, sem 

crescimento fúngico visível, foram transferidos para placas de Petri contendo ágar 

Sabouraud-dextrose (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) suplementadas com 

cloranfenicol e incubadas a 35 °C por 5 dias. Os valores de CFM correspondem à 

menor concentração capaz de matar a cepa fúngica.  

 

6.2.4 Preparo do complexo de inclusão β-CD/OEL 

O complexo de inclusão entre β-CD/OEL foi preparado pelo método de 

precipitação conforme Kringel et al. (2017). Uma amostra de 2 g de β-CD foi 

dissolvida em 50 mL de água destilada a 35°C e lentamente adicionada de 1,5 g de 

óleo essencial. A mistura foi mantida a 35°C com agitação constante durante 3h. 

Após esfriar até temperatura ambiente, a solução foi mantida a 5°C durante a noite. 

O material precipitado foi recuperado por filtração a vácuo. O precipitado foi lavado 

com etanol (99% de pureza) e seco em estufa com circulação de ar à 50 °C durante 

24h. O complexo de inclusão obtido foi armazenado em refrigerador em frascos 

selados até o uso. 

 

6.2.5 Preparo das cápsulas de zeína e complexo de inclusão (β-CD/OEL) 

As cápsulas de zeína e complexo de inclusão β-CD/OEL foram preparadas 

pelo método de precipitação utilizando antissolvente segundo Zhong e Jin (2009), 

com adaptações. Todo processo foi realizado em temperatura ambiente. A solução 

de zeína foi preparada dissolvendo 10% de zeína (p/v) em 10 mL de uma solução 

aquosa de etanol 70%. A solução de zeína foi lentamente adicionada à 10 mL de 

soluções aquosas contendo diferentes concentrações do complexo de inclusão β-

CD/OEL (2,5; 5,0 e 7,5% m/m, em relação à zeína), durante 5 min, para induzir a 
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precipitação das nanocápsulas zeína/complexo de inclusão. As suspensões 

resultantes de zeína/complexo de inclusão foram secas em electrospraying como 

descrito a seguir. 

 

6.2.6 Obtenção das cápsulas de zeina/complexo de inclusão β-CD/OEL por 

electrospraying 

As suspensões obtidas no item 6.2.5 foram colocadas em seringa plástica 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 aço inoxidável de extremidade chata (Fisher 

Scientific, Ottawa, ON, Canadá). A agulha foi conectada a um eletrodo positivo de 

uma fonte de alta voltagem contínua (ES30R-5W/DM; Gamma High Voltage 

Research, EUA) à 20 kV. As cápsulas obtidas por electrospraying foram recolhidas 

numa placa coletora de aço inoxidável coberta com folha de alumínio. A distância 

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 câmara com controle de umidade e temperatura (MLR-350; SANYO 

Electric Co., Japão). 

 

6.2.7 Viscosidade aparente e condutividade elétrica das soluções poliméricas 

A viscosidade aparente foi avaliada usando um viscosímetro digital Brookfield 

(Modelo DV-II, EUA). A condutividade elétrica das soluções foi determinada usando 

um medidor de condutividade (modelo CON500, Benchtop Meter, EUA) e expressa 

em μS/cm. Todas as medidas foram feitas à temperatura ambiente (23 ± 2 °C). 

 

6.2.8 Potencial zeta  

O potencial zeta da suspensão foi medido pela técnica de espalhamento 

dinâmico de luz (DLS) (Zetasizer Nano, Malvern Instruments, Worcestershire, RU). 

As soluções poliméricas (item 6.2.5) foram diluídas 100 vezes em solução aquosa 

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

 

6.2.9 Morfologia e distribuição de diâmetro das cápsulas 

A morfologia das cápsulas foi avaliada utilizando microscópio eletrônico de 

varredura (MEV, Modelo K550, Emitech, Ash-ford, Kent, RU) com aceleração de 12 

kV. As amostras foram recobertas com ouro usando um metalizador a vácuo 
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(Denton Desk V, Denton Vacuum, EUA). O diâmetro médio e a distribuição dos 

diâmetros das cápsulas foram avaliados a partir das micrografias, selecionando 

aleatoriamente 100 objetos para medição, com o auxílio de um software de análise 

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

 

6.2.10 Eficiência de encapsulação (EE) do OEL 

Considerando a maior uniformidade das cápsulas da suspensão contendo 

5,0% do complexo de inclusão β-CD/OEL, a análise de EE foi realizada somente 

para esta amostra. A medida foi realizada conforme Ghasemi et al. (2017) com 

algumas modificações. Para a determinação do conteúdo 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 análise espectrofotométrica a 231 nm. Para o conteúdo total de OEL, 0,5 g de 

amostra foram dissolvidos em 20 mL de água destilada e misturados até completa 

dissolução. Em seguida, adicionaram-se 20 mL de hexano à solução preparada e 

misturou-se durante mais 5 min. Esta solução 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 Equação 5. 

 

   ( )  
                                                   

                       
        Eq. (5) 

 

6.2.11 Difração de raio-X (DRX) 

Os difratogramas das amostras (β-CD, complexo de inclusão β-CD/OEL, zeína 

e cápsulas de zeína:complexo de inclusão β-CD/OEL) foram obtidos em difratômetro 

de raios-X (SSX-550, Shimadzu, Brasil) com Cu K α (λ = 1,540 Å, 30 kV), na faixa de 

2 a 50º (2θ) e 1 s-1 em cada etapa. 

 

6.2.12 Elaboração dos bolos 

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

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

Ingredientes 

(g/100g farinha de trigo) 

Bolo 

controle* 

Bolo com OEL 

encapsulado** 
Bolo com OEL livre 

Farinha de trigo 100 100 100 

Açúcar 90 90 90 

Sal 1 1 1 

Ovos 41 41 41 

Margarina 11 11 11 

Leite 40 40 40 

Fermento químico 5,2 5,2 5,2 

OEL livre - - 0,6a 

OEL encapsulado - 1,7b - 

a 
Quantidade máxima de aromatizante permitido pela legislação 

b
 Calculado com base na eficiência 

de encapsulação; OEL: óleo essencial de laranja. 

 

Para avaliação visual da incidência fúngica, foram produzidas três formulações 

de bolos: um bolo controle (sem OEL), um bolo com OEL encapsulado em zeína: 

complexo de inclusão β-CD/OEL (5% m/m) e um bolo com OEL livre. A 

concentração de complexo de inclusão β-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 açúcar) foram misturados por 1 min utilizando 

batedeira planetária (KSM150PSOB Artisan, KitchenAid, Estados Unidos). Os 

demais ingredientes (ovos, leite e margarina) e o óleo 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 pó foi adicionado e misturado por 30 s em baixa velocidade. A massa (30 g) foi 

distribuída em formas de alumínio untadas com margarina e assada em forno 

elétrico pré-aquecido, por 20 min a 180°C. Após o forneamento, os bolos foram 

resfriados por 3 h à temperatura ambiente (±20°C), acondicionados em sacos de 

polipropileno e armazenados a 20°C para avaliação da estabilidade fúngica. As 

amostras de bolo foram fotografadas periodicamente para avaliar a incidência de 

fungos. A atividade de água (Aw) dos bolos foi determinada no tempo zero e após a 
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primeira incidência fúngica, utilizando um medidor de atividade de água (LabTouch-

aw, Novasina, Lachen, Suíça). 

 

6.2.13 Análise estatística  

As análises foram realizadas em triplicata, com exceção da difração de raios-X. 

Os erros foram relatados como desvio padrão. As médias foram comparadas pelo 

teste de Tukey a 5% de significância, usando análise de variância (ANOVA) no 

software Statistica 5.0. A comparação de dois grupos foi realizada pelo teste t com 

significância de 5%. 

 

6.3 Resultados e discussão 

6.3.1 Atividade antifúngica do OEL 

As espécies de Aspergillus são frequentemente associadas à deterioração em 

produtos de panificação. Por estas razões, o gênero Aspergillus spp. foi escolhido 

para avaliar a atividade antifúngica do OEL neste estudo. A atividade antifúngica in 

vitro do OEL está apresentada na Tabela 7.  

O óleo 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 

o mais sensível ao OEL com valores semelhantes de CIM e CFM (45,24 mg/mL), 

seguido por A. niger mostrando a atividade fungistática e fungicida nas mesmas 

concentrações (90,47 mg/mL). O OEL inibiu todas as cepas de A. fumigatus 

testadas (CIM: 90,47 mg/mL), embora uma concentração maior tenha sido 

necessária para atingir um efeito letal (CFM ≥180,95 mg/mL). 

O gênero Aspergillus possui centenas de espécies comumente encontradas em 

ambientes ricos em oxigênio. Dados reportados na literatura mostram que óleos 

essenciais de citros possuem amplo espectro contra o gênero Aspergillus, incluindo 

A. niger, A. flavus, A. fumigatus, A. terreus e A. parasiticus (JING et al., 2014). As 

atividades antifúngicas do OEL podem ser atribuídas ao limoneno, um terpeno que é 

o principal componente (96%) do óleo essencial de laranja (KRINGEL et al., 2017; 

SIMAS et al., 2017). A propriedade antifúngica do limoneno está relacionada à sua 

capacidade de penetrar na parede celular fúngica e romper a membrana celular, 

causando vazamento citoplasmático, 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. Concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida mínima 

(CFM) de OEL frente às 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 número de cepa/ isolado está relacionada às seguintes coleções culturais: os 
isolados “MV” pertencem ao Centro de Diagnóstico e Pesquisa em Micologia Veterinária 
(Universidade Federal de Pelotas, UFPEL, RS, Brasil); Os isolados “M” pertencem à 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 soluções poliméricas 

A viscosidade aparente e a condutividade elétrica das soluções de zeína e do 

complexo de inclusão β-CD/OEL em diferentes concentrações estão demonstradas 

na Tabela 8.  

 

Tabela 8. Viscosidade aparente e condutividade elétrica de soluções poliméricas 

com diferentes concentrações de complexo de inclusão β-CD /OEL 

Complexo de inclusão* 

(%: p/v) 

Viscosidade aparente 

(mPa.s-1) 

Condutividade elétrica 

(μs.cm-1) 

2,5 13,1±0,2a 178,8 ± 0,2c 

5,0 13,1±0,2a 236,6 ± 1,0b 

7,5 9,0±0,1b 259,3 ± 1,2a 

*Média ±desvio padrão. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferença 

estatisticamente significativa entre si (p<0,05). 

 

Os valores de viscosidade aparente não foram significativamente diferentes 

(p>0,05) entre as amostras com concentrações do complexo de inclusão de 2,5 e 

5,0% (p/v). No entanto, quando utilizado 7,5% (p/v) de complexo de inclusão, a 

viscosidade aparente diminuiu significativamente (p<0,05). Por outro lado, a 

condutividade elétrica aumentou à medida que a concentração do complexo de 
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inclusão nas soluções de zeína aumentou. Segundo Bhushani e 

Anandharamakrishnan (2014), as concentrações do polímero afetam a viscosidade e 

a tensão superficial da solução e, portanto, influenciam no produto formado no 

electrospraying. 

De acordo com Maron et al. (1959), a viscosidade da solução está diretamente 

relacionada à extensão do emaranhamento das cadeias das moléculas do polímero 

na solução. Assim, o aumento da viscosidade da solução polimérica tende a 

dificultar a formação de gotículas durante o electrospraying. Por outro lado, soluções 

com baixa concentração são diluídas para que não ocorra o emaranhamento da 

cadeia, quebrando-se em gotículas (BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN, 

2014; CHAKRABORTY et al., 2009). 

Geralmente, a condutividade das soluções aumenta com o aumento da 

concentração do polímero, consequentemente soluções mais viscosas têm uma 

maior condutividade (SMEETS et al., 2017). Entretanto, neste estudo, embora a 

condutividade elétrica tenha sido proporcional à concentração do polímero, a 

viscosidade foi inversamente proporcional às soluções (Tabela 8). 

 

6.3.3 Potencial zeta  

O potencial zeta das soluções poliméricas está apresentado na Figura 19. 

Como mostrado na figura, o complexo de inclusão do β-CD/OEL 5,0% apresentou o 

maior valor de potencial zeta (7,94 ± 0,04 mV), indicando maior estabilidade em 

comparação com as soluções contendo 2,5% (4,25 ± 0,15 mV) e 7,5% (2,05 ± 0,07 

mV) do complexo de inclusão β-CD/OEL. Os valores de potencial zeta indicam o 

nível de estabilidade da dispersão coloidal suspensa. A faixa de pontos isoelétricos 

da zeína está entre pH 5,8-6,5. Nesse pH, a carga de partículas é zero, o que leva à 

agregação das dispersões de partículas. As partículas ficam carregadas 

positivamente quando baixam o pH para 3 e carregam negativamente acima do 

ponto isoelétrico (CHATSISVILI et al., 2017). 
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Figura 19. Potencial zeta (mV) das soluções poliméricas contendo diferentes 

concentrações de β-CD/OEL 

 

Valores de potencial zeta superiores a ±30 mV indicam partículas altamente 

carregadas (negativas ou positivas), formando dispersões estáveis fisicamente 

devido à repulsão eletrostática. Neste estudo, os valores do potencial zeta foram 

menores que ± 30 mV, indicando tendência de agregação de partículas, devido a 

níveis insuficientes de copolímeros para saturar completamente as superfícies das 

partículas (DAVIDOV-PARDO et al., 2015). 

Além disso, segundo Liang et al. (2018), o aumento do potencial zeta mostra a 

maior interação entre os componentes das cápsulas de zeína. Assim, a solução 

contendo 5,0% do complexo de inclusão β-CD/OEL apresentou maior estabilidade e 

interação entre o complexo de inclusão β-CD/OEL e zeína, quando comparada com 

as soluções contendo 2,5% e 7,5% de complexo de inclusão β-CD/OEL. 

 

6.3.4 Morfologia e distribuição de diâmetro das cápsulas 

As morfologias e a distribuição de tamanho das cápsulas estão apresentadas 

na Figura 20. As micrografias mostraram cápsulas de formato esférico e regulares. 

As cápsulas contendo 2,5 e 7,5% de complexo de inclusão β-CD/OEL (Figuras 20a e 

20c) apresentaram estrutura menos uniforme com cápsulas mais agregadas.  
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Figura 20. Micrografias e distribuição do diâmetro das cápsulas preparadas com 

diferentes concentrações de β-CD/OEL. (a) 2,5%; (b) 5,0%; (c) 7,5%.  

 

No método de precipitação antissolvente, a zeína torna-se insolúvel e precipita 

para formar nanopartículas quando a concentração de etanol diminui, resultando em 

estrutura menos ordenada (LI et al., 2013). Além disso, a agregação das cápsulas 

pode estar associada aos valores do potencial zeta, onde as soluções contendo 2,5 

e 7,5% de β-CD/OEL apresentaram menor estabilidade e, consequentemente, maior 

tendência de agregação das cápsulas (Figura 20).  
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As cápsulas produzidas com 2,5 e 7,5% de complexo de inclusão β-CD/OEL 

mostraram rugosidade em sua superfície, o que pode estar associado ao 

encolhimento do material da parede durante o processo de secagem (CAMPELO et 

al., 2017). A morfologia das cápsulas é um importante parâmetro de qualidade visto 

que as estruturas fissuradas ou danificadas podem comprometer a estabilidade do 

material encapsulado (BOTREL et al., 2014). 

O menor diâmetro médio encontrado foi de 1,534 μm para cápsulas produzidas 

com 2,5% de complexo de inclusão β-CD/OEL e o maior diâmetro médio foi de 1,781 

μm para cápsulas com 7,5% de complexo de inclusão β-CD/OEL. Li et al. (2013) 

produziram nanopartículas de zeína com ou sem óleo essencial de timol pelo 

método antissolvente modificado e o mesmo comportamento foi relatado. Os autores 

observaram que quando as razões timol-zeína aumentaram de 0,1 para 0,4 (m/m), o 

tamanho das partículas aumentou de 160,8 para 264,3 nm. Segundo estes autores, 

em concentrações mais elevadas, o óleo essencial pode acumular na superfície da 

cápsula e aumentar a interação hidrofóbica, induzindo o comportamento de 

agregação. 

A morfologia das cápsulas está diretamente relacionada à concentração de 

polímero, peso molecular e condutividade elétrica da solução. Geralmente, em 

soluções com menor diâmetro pode ser utilizada uma maior condutividade elétrica 

da solução e menor concentração de polímeros (GHORANI; TUCKER, 2015; 

SMEETS et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados neste estudo, 

entretanto, além do menor diâmetro na menor concentração de polímero, a menor 

condutividade elétrica foi relatada (Tabela 8).  

Zhong e Jin (2009) estudaram nanopartículas de zeína produzidas pelo mesmo 

método utilizado no presente estudo e também observaram estruturas regulares e 

esféricas, com tamanho de partícula variando de 100 a 200 nm. Segundo estes 

autores, se o tempo para o rompimento das goticulas durante o processo de 

electrospraying é menor do que o tempo de solidificação da zeína, nanopartículas de 

zeína esféricas tendem a se formar. Quando a solidificação da zeína ocorre antes do 

rompimento das gotículas ou se ocorre a coalescência parcial das gotículas, as 

estruturas irregulares tendem a ser predominantes.  

Em outro estudo, Li et al. (2013) produziram nanopartículas de zeína 

antimicrobianas por meio de um método antissolvente modificado e observaram 

partículas coloidais esféricas e lisas, com tamanho entre 100 e 300 nm. As cápsulas 
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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 partículas podem 

estar associados à relação zeína: óleo essencial e ao processo utilizado para a 

encapsulação (QUISPE-CONDORI et al., 2011). 

 

6.3.5 Eficiência de encapsulação 

O complexo de inclusão β-CD/OEL e as cápsulas zeína:complexo de inclusão 

β-CD/OEL apresentaram os mesmos valores de eficiência de encapsulação, em 

torno de 35%. Este resultado mostra que o óleo essencial foi encapsulado 

principalmente no complexo de β-ciclodextrina e que o electrospraying não resultou 

na perda substancial do teor de óleo essencial. 

Em estudo realizado por Wen et al. (2016), que avaliaram o complexo de 

inclusão entre óleo essencial de canela e β-ciclodextrina, os autores obtiveram EE 

de 10,8%, valor significativamente inferior ao reportado nesse estudo. Esta diferença 

pode estar relacionada com o método de encapsulação utilizado no presente estudo, 

resultando em maior valor de EE. Além de o método utilizado ser diferente 

(electrospraying x precipitação antissolvente), os óleos essenciais (óleo essencial de 

canela x OEL) e as matrizes também foram diferentes (ácido polilático x zeína), o 

que pode justificar as diferenças nos resultados encontrados. 

Kfoury et al. (2015) relataram valores de EE de 60% e 80% para os complexos 

de inclusão entre β-CD e óleo essencial de estragão em proporções 3:1 e 6:1, 

respectivamente. Estes resultados podem ser atribuídos à razão molar utilizada ser 

mais elevada, bem como o método de secagem por liofilização utilizado, que 

minimiza as perdas por evaporação do óleo essencial. Abarca, et al. (2016) 

estudaram o complexo de inclusão entre 2-nonanona (2-NN) e β-ciclodextrina 

preparada por co-precipitação e relataram um EE variando entre 34,8% e 1,9%, 

utilizando razões molares de 1:0,5 e 1:2, respectivamente. De acordo com estes 

autores, a diferença significativa entre as razões molares usadas, pode ser atribuída 

à estrutura química e as propriedades físicas da molécula hospedeira, o tipo de 

interação entre a molécula e a β-CD ou o processo utilizado para sintetizar os 

complexos. 
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6.3.6 Difração de raio-X 

Os padrões de raios-x da β-CD, do complexo de inclusão β-CD/OEL, da zeína 

e das cápsulas de zeína:complexo de inclusão β-CD/OEL estão apresentados na 

Figura 21.  

 

 

Figura 21. Padrões de raios X da β-CD, do complexo de inclusão β-CD/OEO, da 

zeína e das cápsulas de zeína:complexo de inclusão β-CD / OEO. 

 

Analisando os padrões de raio-X das amostras é possível observar um pico em 

formato acentuado entre 8,92° a 28,52° (2θ), característico da β-CD, indicando uma 

estrutura cristalina com cristalinidade relativa (CR) de 67,9%. No difratograma do 

complexo de inclusão β-CD/OEL foi observada a intensificação de alguns picos tais 

como 11,60°, 16,96° à 17,92° e 23,11° à 24,35°, bem como uma diminuição em 

8,90°, 25,62°, 27,04° e 28,55°. Além disso, foi observada mudanças nos padrões de 

difração entre β-CD/OEL e β-CD indicando a complexação com o OEL bem 

sucedida. 

Os padrões de raios-X da zeína não 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 cápsulas 

de zeína:complexo de inclusão β-CD/OEL, observou-se uma CR de 21,28% e um 

menor pico em 17,07°, confirmando o sucesso do processo de encapsulação. 



116 

 

Resultados semelhantes foram reportados por Liang et al. (2017), que relataram 

uma diminuição na intensidade dos picos na amostra encapsulada. 

 

6.3.7 Incidência fúngica em bolos 

A primeira incidência fúngica foi detectada nas amostras do bolo controle, após 

30 dias de armazenamento (Figura 22a). Os bolos formulados com o OEL 

encapsulado em cápsulas de zeína:complexo de inclusão β-CD/OEL, bem como os 

bolos elaborados com OEL livre apresentaram a primeira incidência fúngica após 

150 dias de armazenamento (Figuras 22b). Todas as amostras apresentaram 

valores de aw de aproximadamente 0,80, sem variação 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 são mais suscetíveis à deterioração por fungos 

devido ao longo tempo de armazenamento (>45 dias) e ao aumento de aw (0,78 para 

0,95). Sirisoontaralak et al. (2017) e Gonçalves et al. (2018) relataram valores de aw 

mais elevados do que o presente estudo para bolos tipo chiffon, sem (aw 0,85) e com 

(aw 0,87) óleo 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 aw 

(condição favorável ao crescimento fúngico), os bolos com OEL (livre e 

encapsulado) controlaram a incidência dos fungos, estendendo a vida útil do produto 

por 150 dias de armazenamento. 

Debonne et al. (2018) avaliaram a atividade antifúngica in vitro de óleo 

essencial de tomilho (Thymus zygis) contra A. niger e Penicillium paneum e sua 

atividade em pão e massa de pão fermentada. Os autores concluíram que, apesar 

das propriedades antifúngicas promissoras do óleo essencial de tomilho, não foi 

observada um aumento efetivo na vida útil do pão. Além disso, as propriedades 

tecnológicas e de aroma do pão foram afetadas negativamente pelo óleo essencial 

de tomilho, sugerindo a importância de substituir a utilização destes óleos essenciais 

por outros menos aromáticos. Bozik et al. (2017) avaliaram a atividade antifúngica 

de diferentes óleos essenciais (canela, tomilho, orégano, cravo, capim-limão e 

gengibre) contra três cepas de Aspergillus e o efeito de tratamentos com óleo 

essencial no perfil sensorial de aveia. Eles observaram alta atividade antifúngica dos 

óleos essenciais, embora o forte aroma e sabor afetassem negativamente a 
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aceitação do consumidor. Com base nisso, o complexo de inclusão β-CD/OEL 

desenvolvido no presente estudo pode ser utilizado como um agente antifúngico 

alternativo. 

 

(a) 

 

(b) 

 

        

Figura 22. Incidência fúngica nos bolos controle e com OEL livre e encapsulado 

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

 

As perdas econômicas nas indústrias de panificação por deterioração fúngica, 

bem como as exigências dos consumidores por alta qualidade, segurança e 

alimentos processados com vida útil prolongada e propriedades sensoriais 

preservadas, estimulam a busca por novos conservantes naturais (RIZZELLO et al., 

2017). Neste contexto, o óleo essencial de laranja representa uma alternativa como 

conservante natural e como ingrediente alimentar. Além disso, há pouca evidência 

OEL encapsulado Controle OEL livre 

OEL encapsulado Controle OEL livre 
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de produtos de panificação com óleos essenciais e não há relatos na literatura sobre 

o bolo com óleo essencial de laranja encapsulado ou livre. 

 

6.4 Conclusão  

As cápsulas preparadas com 5,0% de complexo de inclusão β-CD/OEL por 

processo de precipitação antissolvente, seguido pela técnica de electrospraying 

exibiram um considerável efeito inibidor contra todas as espécies de Aspergillus 

testadas. O OEL, tanto na forma livre quanto encapsulada, retardou efetivamente a 

incidência fúngica dos bolos, prolongando a estabilidade fúngica de 30 para 150 

dias. Esses resultados sugerem o potencial uso do óleo essencial de laranja como 

conservante antifúngico natural em alimentos. 

 

6.5 Estudos futuros 

Com base nos resultados obtidos neste estudo permanecem algumas questões 

que precisam ser respondidas por estudos futuros.  

Tendo em vista os resultados obtidos no primeiro estudo (Capítulo 1) referentes 

à estabilidade do complexo de inclusão, que demonstraram que a β-ciclodextrina é 

capaz de reter cerca de 98,6% dos voláteis mesmo após 15 dias de armazenamento 

e dos resultados obtidos neste estudo, que mostraram que mesmo após o 

forneamento dos bolos o OEL ainda apresentava atividade antifúngica, adiando 

efetivamente a deterioração microbiológica destes e prolongando seu prazo de 

validade, pretende-se realizar o seguinte estudo futuro: Elaboração de pré-misturas 

de bolo, contendo o OEL na forma livre e encapsulado, avaliando o mecanismo de 

liberação dos voláteis durante o armazenamento, bem como a análise de voláteis no 

produto acabado, ou seja, no bolo após o forneamento, para conferir se permanece 

algum composto ativo do OEL que seja responsável pela inibição do crescimento de  

Aspergillus.  
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Resumo 

O óleo essencial de laranja (OEL) é amplamente utilizado como agente aromatizante 

em alimentos, no entanto, devido a sua susceptibilidade à oxidação e elevada 

volatilidade precisa ser protegido em materiais compatíveis com a sua aplicação. 

Nesse sentido, uma alternativa é a sua encapsulação em β-ciclodextrina, através da 

formação de complexos de inclusão. Objetivou-se com este estudo aplicar o OEL na 

forma livre e encapsulado em β-ciclodextrina em pré-misturas de bolo e avaliar a sua 

influência nas propriedades tecnológicas 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 

preparação da pré mistura), e após 3 e 6 meses de armazenamento das mesmas, 

as misturas foram usadas para a produção de bolos: um bolo controle (sem OEL), 

um bolo com OEL livre e um bolo com OEL encapsulado em β-CD (β-CD/OEL). 

Osbolos obtidos foram avaliadas quanto às suas propriedades tecnológicas, no dia 

da produção e após 3 e 6 meses de armazenamento, através das seguintes 

análises: umidade; volume específico, cor e análise de perfil de textura (TPA). Além 

disso, foi realizada a análise de digestibilidade in vitro e análise sensorial dos bolos. 

O bolo com β-CD/OEL apresentou maior volume após armazenamento da respectiva 

pré-mistura por 6 meses; menor dureza (durante todos os tempos de 

armazenamento avaliados) e menor percentual de amido hidrolisado após 

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 análise sensorial. 

 

Palavras-chave: armazenamento, bolos, digestibilidade, óleo essencial de laranja, 

propriedades tecnológicas, sensorial.   
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7.1 Introdução 

Produtos de panificação quando armazenados em condições convencionais e 

sem uso de conservantes tendem a apresentar uma curta vida útil (3 a 4 dias) 

(PASSARINHO et al., 2014). O envelhecimento e a perda de qualidade destes 

produtos são resultantes principalmente do aumento da atividade de água do 

produto, levando à deterioração microbiológica e consequentes perdas econômicas 

(MORASSI et al., 2018). Com intuito de contornar esse problema, há anos vêm 

sendo utilizados diversos conservantes sintéticos (DEBONNE et al., 2018).  

Contudo, o aumento de problemas de saúde relacionado ao uso de 

conservantes sintéticos e a busca por alimentos mais saudáveis tem impulsionado a 

demanda por produtos livres de aditivos sintéticos (Gonçalves et al., 2017).  Essa 

tendência tem crescido cada vez mais na indústria de panificação, voltando à 

atenção principalmente o uso de compostos naturais (MARTINS; PINHO; 

FERREIRA, 2017; SIRISOONTARALAK et al., 2017).  

Dentre os compostos naturais utilizados como conservantes em panificação, 

destacam-se os óleos essenciais de citrus (MAHATO et al., 2017), presentes em 

quantidades significativas na casca de frutas cítricas, sendo o limoneno o composto 

majoritário, representando mais de 95% dos compostos presentes no óleo essencial 

de laranja (KRINGEL et al., 2017; LI; LU, 2016). Além de possuir atividades 

antifúngicas e antibacterianas já comprovadas, o óleo essencial de laranja é 

comumente utilizado como agente aromatizante em alimentos (HUSSEIN et al., 

2019).  

Durante o processamento de suco de laranja são 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 exploração de 

subprodutos do processamento de frutas cítricas e sua aplicação em alimentos é um 

campo promissor (MAHATO et al., 2018), particularmente em produtos de 

panificação, como bolos, que são produtos populares e amplamente consumidos 

(ZŁOTEK, 2018).  

Dentre o gênero Citrus, a variedade C. sinensis Valencia é a principal 

variedade de laranja produzida no Brasil, que é o principal produtor e exportador de 

óleos essenciais de laranja (GONÇALVES et al., 2018). Embora amplamente 

utilizado na indústria de alimentos, o óleo essencial de laranja (OEL) na forma livre 

possui limitações tecnológicas devido à sua alta volatilidade e susceptibilidade à 
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oxidação na presença de luz, ar e umidade, acarretando na perda da qualidade e 

diminuição na vida de prateleira dos produtos e por isso, representam desafios 

consideráveis durante as formulações de alimentos e bebidas (CHEN et al., 2018; 

DONSÌ; FERRARI, 2016; WADHWA et al., 2017). Para superar esses desafios e 

minimizar o impacto nas propriedades organolépticas, o OEL precisa ser protegido 

em sistemas compatíveis com a sua aplicação em alimentos. (EVAGELIOU; 

SALIARI, 2017; GHASEMI et al., 2017; LI; LU, 2016). 

Nesse sentido, uma alternativa para a proteção do OEL é a formação de 

complexos de inclusão com ciclodextrinas (CDs) (WADHWA et al., 2017). As CDs 

possuem uma estrutura característica particular, com cavidades internas 

hidrofóbicas e extremidades essencialmente hidrofílicas (SANTOS et al., 2017). 

Essa característica é responsável pela formação de complexos de inclusão com 

substâncias hidrofóbicas, alterando as suas características físicas e químicas (SHAO 

et al., 2014; TAO et al., 2014) e fornecendo estabilização e proteção para as 

moléculas, contra reações de degradação e oxidação (KFOURY et al., 2018a). Além 

das vantagens citadas acima, vale ressaltar que as CDs c são inertes e não 

interferem nas propriedades biológicas das moléculas hóspedes (KFOURY et al., 

2016; KFOURY et al., 2018b). 

No entanto, para que se tenha uma proteção bem-sucedida, vários fatores 

devem ser considerados, a fim de prevenir a perda de aromas e garantir a liberação 

controlada durante o preparo e/ou armazenamento. Segundo Kfoury et al. (2016) a 

liberação de moléculas ativas encapsuladas em ciclodextrinas é principalmente 

influenciada por fatores ambientais específicos, como temperatura e umidade 

relativa (UR), sendo o “gatilho” da liberação 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 aplicação do OEL encapsulado 

em CDs. 

Diante do exposto, objetivou-se com o estudo aplicar o OEL na forma livre e 

encapsulado em β-ciclodextrina em pré-misturas de bolo e avaliar a sua influência 

nas propriedades tecnológicas 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 execução deste estudo foram utilizados os seguintes materiais: óleo 

essencial de laranja, obtido conforme descrito no item 6.2.2., a β-ciclodextrina 

comercial (β-CD; 97% de pureza) foi adquirida da Sigma-Aldrich (EUA) e os demais 

ingredientes para elaboração das pré-misturas e dos bolos no comércio local de 

Pelotas/RS. Este experimento foi realizado nos laboratórios do Departamento de 

Ciência e Tecnologia de Agroindustrial da Universidade Federal de Pelotas e no 

Laboratório de Análise Sensorial da mesma Universidade. 

 

7.2.2 Preparo do complexo de inclusão 

O complexo de inclusão entre β-CD/OEL foi preparado pelo método de 

precipitação, de acordo com a metodologia descrita por Kringel et al., (2017) com 

algumas modificações. Dissolveu-se uma amostra de 2 g de β-CD em 50 mL de 

água destilada mantida a 35°C em placa de aquecimento e adicionou-se lentamente 

1,5 g de óleo essencial à solução quente. A mistura foi continuamente agitada e 

mantida a 35°C durante 3 h. A solução foi mantida durante 24 h sob refrigeração a 

5°C. Recuperou-se o material precipitado por filtração sob vácuo. O precipitado foi 

lavado com etanol 99% e seco em estufa com circulação forçada de ar a 50°C 

durante 24 h. O complexo de inclusão obtido foi armazenado e refrigerado em 

frascos selados 

 

7.2.3 Preparo das pré-misturas e dos bolos 

A formulação das pré-misturas e dos bolos (Tabela 6) foi baseada no método 

10-90.01 da AACC (2010) com algumas modificações. Foram produzidas três 

formulações de pré-misturas e seus respectivos bolos: um bolo controle (sem OEL), 

um bolo com OEL encapsulado em β-CD e um bolo com OEL livre. Para as pré-

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 planetária (KSM150PSOB Artisan, KitchenAid, Estados Unidos) 

durante 10 min, até completa homogenezeição. Após, as pré-misturas obtidas foram 

acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas a 20°C para posteriores 

análises. Para preparar os bolos, os ingredientes secos (farinha, sal e açúcar) foram 
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misturados por 1 min utilizando batedeira planetária (KSM150PSOB Artisan, 

KitchenAid, Estados Unidos). Os demais ingredientes (ovos, leite e margarina) e o 

óleo 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 pó foi adicionado e misturado por 30 s em 

baixa velocidade. A massa (50 g) foi distribuída em formas de alumínio untadas com 

margarina e assada em forno elétrico pré-aquecido, por 20 min a 180°C. Os bolos 

foram resfriados à temperatura ambiente por 1h antes das análises.  

 

7.2.4 Estabilidade ao armazenamento 

Para avaliar a estabilidade ao armazenamento as pré-misturas foram 

acondicionadas em sacos de polietileno de baixa densidade (Apêndice A) e 

armazenadas em ambiente com temperatura controlada (20°C). As pré-misturas e 

os bolos obtidos a partir destas foram avaliadas quanto às suas propriedades 

tecnológicas, no dia da produção e após 3 e 6 meses de armazenamento, através 

das seguintes análises: umidade das pré-misturas e dos bolos; volume específico, 

cor e análise de perfil de textura (TPA) dos bolos.  

 

7.2.5 Avaliação das propriedades tecnológicas 

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 precisão e, intervalos de tempo regulares 

até se atingir um peso constante. 

 

7.2.5.2 Volume específico  

O volume específico (VE) (g.mL-1) dos bolos foi obtido pela razão entre o 

volume aparente (mL) e a massa do bolo (g) após assado e resfriado. O volume 

aparente foi determinado pelo método de deslocamento de sementes de painço, 

medindo-se o 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 colorímetro Minolta (CR-300). Definido 

pela CIE (Comissão Internacional de Iluminação) sendo registrados os valores L * 

(luminosidade), a * e b * (coordenadas de cromaticidade), ângulo de leitura de 10° e 

iluminante D65.  

 

7.2.5.4 Análise de perfil de textura (TPA) 

A análise do perfil de textura (TPA) foi realizada em texturômetro (TA.XTplus, 

Stable Micro Systems, Reino Unido) equipado com uma sonda cilíndrica (20 mm de 

diâmetro), conforme metodologia descrita por Guadarrama-Lezama et al. (2016). As 

análises de textura foram realizadas 1 h após 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 compressão a uma velocidade de teste de 1,7 mm 

s-1. Os seguintes parâmetros foram quantificados de acordo com as normas do 

software do equipamento e com base no gráfico resultante da análise: elasticidade 

(a altura que a amostra recupera durante o tempo que decorre entre o final do 

primeiro ciclo e o início do segundo ciclo), adesividade (a área de força negativa 

para o primeiro ciclo, representando o trabalho necessário para puxar o probe de 

compressão longe da amostra), coesividade (razão entre as áreas positivas durante 

o segundo e o primeiro pico); firmeza (força máxima do primeiro pico de compressão 

da curva de forca x tempo) e resiliência (medida de recuperação da amostra após 

compressão).  

 

7.2.5.5 Digestibilidade in vitro  

A digestão in vitro foi simulada de acordo com a metodologia descrita por 

Dartois et al. (2010), simulando condições gástricas e do intestino delgado. 

Inicialmente foram pesados 25 g de bolo e adicionados em 170 mL de água, estes 

foram misturados em liquidificador por aproximadamente 1 segundo para simular o 

processo de mastigação. Esta mistura foi então adicionada em um reator de vidro 

encamisado, com capacidade de 500 mL, mantido sob agitação mecânica (300 rpm) 

e conectado a um banho de circulação de água para manter a temperatura a 37 ± 1 

°C. Os bolos foram digeridos por 30 minutos em fluido gástrico simulado (SGF), 

contendo pepsina (pH 1,2). Para realizar o segundo passo de digestão, foram 

adicionados à mistura da reação o fluído intestinal simulado (SIF) contendo 
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pancreatina, amiloglicosidase e a invertase a fim de simular a digestão no intestino 

delgado, durante 45 minutos (pH 6,8). Alíquotas de 0,5 mL foram retiradas nos 

tempos 0, 15 e 30 min de digestão durante a fase gástrica e a 0, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 

25, 30, 35, 40 e 45 min de digestão durante a fase intestinal e misturadas com 3 mL 

de etanol absoluto para paralisar a reação. As amostras foram incubadas com uma 

solução 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 Equação 6:  

 

  ( )  
  

  
       

  

  
  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 é um fator de conversão (a partir do amido em glicose) o 

qual é geralmente calculado a partir do peso molecular do monômero de amido / 

peso molecular de glicose (162/180 = 0,9) (DARTOIS et al., 2010; GOÑI et al., 

1997).  

Também foi calculada a cinética da hidrólise do amido durante a digestão 

simulada do intestino delgado (GOÑI et al., 1997) através da Equação 7:  

 

    (   
   )  Eq. (7) 

 

Onde C, C∞ e k representam o percentual de amido hidrolisado, o percentual 

do equilíbrio da hidrólise (máximo de hidrólise obtido, onde a mesma atingiu o 

equilíbrio) e a constante cinética, respectivamente. 

 

7.2.5.6 Análise sensorial  

Nos bolos com adição de óleo essencial de laranja livre e encapsulado em β-

ciclodextrina foram realizados os testes de comparação pareada e preferência. Para 

realização do teste de comparação pareada as amostras foram codificadas com 

números aleatórios e apresentadas simultaneamente com ordenação balanceada 

(AB e BA). Foram disponibilizadas as fichas com os testes (Apêndice B) e um termo 
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de consentimento livre e esclarecido (Apêndice C) e foi solicitado aos julgadores que 

experimentassem as amostras da esquerda para a direita, utilizando bochecho com 

água entre as degustações, e que indicassem em ficha qual amostra apresentada 

apresentava a maior intensidade do atributo “sabor laranja”. O teste de comparação 

pareada seguiu o modelo bilateral, ou seja, quando não se sabe se existe diferença 

entre as amostras em relação a um atributo específico e desta forma, as mesmas 

amostras são apresentadas em ordem diferente aos julgadores. No teste de 

preferência, foi solicitado aos julgadores que indicasse qual sua amostra preferida 

em relação ao atributo “sabor laranja”.  

Ambos os testes foram realizados com 60 julgadores não treinados, de ambos 

os gêneros, pertencentes à comunidade da Universidade Federal de Pelotas. As 

análises foram realizadas em cabines individuais, sob luz vermelha (para mascarar o 

atributo cor), onde cada provador recebeu as amostras codificadas com três dígitos 

escolhidos ao acaso e copo com água.  

Os dados obtidos foram analisados através de tabela específica para tal teste, 

(bilateral, p=1/2) com o objetivo de estabelecer o nível de significância em função da 

relação do número total de provadores e o número de julgadores concordantes 

(ABNT, 1994).  

 

7.2.6 Análise estatística  

Todas as análises foram realizadas em triplicata. As médias foram comparadas 

pelo teste de Tukey a 5% de significância, usando análise de variância (ANOVA) no 

software Statistica 5.0. 

 

7.3 Resultados e Discussão 

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 após 3 e 6 meses, estão apresentadas na Tabela 

9. Tanto as pré-misturas quanto os seus respectivos bolos apresentaram a mesma 

tendência de redução do teor de umidade durante o armazenamento. Entre as pré-

misturas foi observada diferença estatisticamente significativa somente após 3 

meses de armazenamento, onde a amostra controle (sem adição de OEL) 

apresentou menor teor de umidade (7,01%) comparada as amostras contendo OEL 

livre e contendo β-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 manutenção do teor umidade e cumprimento aos teores de umidade 

estabelecido pela legislação (RDC n° 263, Brasil, 2005) que preconiza que a 

umidade máxima aceitável para farinhas é de 15%. Comportamento semelhante foi 

encontrado por Gomes et al. (2014), que avaliaram a estabilidade de misturas para 

bolo sem glúten armazenadas por 240 dias, bem como a qualidade dos respectivos 

bolos prontos. Esses autores reportaram que as misturas para bolo sem glúten 

apresentaram boa estabilidade ao longo do armazenamento (240 dias), não 

havendo variação significativa do teor de umidade (variação máxima de 0,7%) e 

atribuíram essa estabilidade da umidade à baixa permeabilidade à umidade das 

embalagens multicamada metalizada utilizadas. 

 

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

Pré-misturas 

Umidade (%) 

Tempo de armazenamento (meses) 

Inicial 3 6 

Controle 7,99±0,45aA 7,01±0,03bB 6,57±0,30aC 

Contendo OEL livre 7,56±0,03aA 7,18±0,05aB 6,84±0,05aC 

Contendo β-CD/OEL 7,57±0,17aA 7,18±0,03aB 6,44±0,09aC 

    

Bolos Inicial 3 6 

Controle 40,66±0,15aA 38,99±0,09bB 30,09±0,23bC 

Contendo OEL livre 40,15±0,76aA 38,77±0,22bB 31,51±0,48bC 

Contendo β-CD/OEL 40,08±0,17aA 39,49±0,14aB 31,97±0,57aC 

Média ±desvio padrão. Médias com letras minúsculas distintas na mesma coluna apresentam 

diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,05). Médias com letras maiúsculas 

distintas na mesma linha apresentam diferença estatisticamente significativa entre os tempos de 

armazenamento (p<0,05). 

 

Em relação à umidade dos bolos, no dia da produção não foi observada 

diferença estatística entre as amostras. Os bolos contendo β-CD/OEL armazenados 

após 3 e 6 meses apresentaram maior teor de umidade quando comparados aos 

bolos controle e contendo OEL livre. Este resultado pode estar relacionado à 

característica higroscópica da β-ciclodextrina e sua consequente tendência em 

absorver umidade (KFOURY et al., 2017). 
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Hussein et al. (2019) adicionaram óleo essencial de laranja não encapsulado, 

micro e nanoencapsulado em bolo tipo pão de ló e relataram que o bolo controle 

apresentou o maior teor de umidade, enquanto o bolo com óleo essencial não 

encapsulado apresentou o menor teor de umidade.  

Ezhilarasi et al. (2014) analisaram o efeito da adição de extrato de fruta 

Garcinia encapsulado em diferentes materiais de parede na qualidade de pães e 

constataram que os pães com adição do extrato encapsulado apresentaram maior 

teor de umidade do que o pão controle, isso porque a incorporação das 

microcápsulas exigiam a adição de maior quantidade de água durante a preparação 

da massa.  

Ahmed e Hussein (2012) avaliaram o efeito de extratos de canela e laranja 

sobre a qualidade físico-química, sensorial e microbiológica de pão-de-ló e 

reportaram que o teor de umidade diminuiu com o aumento da concentração dos 

extratos (0,03 a 0,30%) sendo, portanto, inferiores ao teor de umidade do bolo 

controle.  

 

7.3.2 Volume específico dos bolos  

Na Tabela 10 está apresentado o volume específico dos bolos durante o 

armazenamento. A adição do OEL, seja na forma livre ou encapsulada, não exerceu 

influência significativa sobre o volume específico dos bolos até 3 meses de 

armazenamento. Após seis meses de armazenamento houve diferença significativa 

entre todos os bolos, sendo o bolo com OEL livre o que apresentou o menor volume 

específico (4,58 g.mL-1), seguido pelo bolo controle (5,48 g.mL-1) e por fim pelo bolo 

com β-CD/OEL (6,73 g.mL-1), que apresentou o maior volume específico.  

Em relação ao tempo de armazenamento foi possível observar que o volume 

específico do bolo controle e do bolo com OEL livre não apresentou diferença 

significativa até os 3 meses de armazenamento, seguido de uma redução 

significativa deste parâmetro após 6 meses de armazenamento. Por outro lado, o 

volume específico do bolo com β-CD/OEL não apresentou diferença significativa 

durante o armazenamento. 
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Tabela 10. Volume específico dos bolos durante o armazenamento. 

Bolos 

Volume especifico (g.mL-1) 

Tempo de armazenamento (meses) 

Inicial 3 6 

Controle 6,68±0,54aA 6,64±0,15aA 5,48±0,20bB 

Contendo OEL livre 6,88±0,16aA 6,83±0,21aA 4,58±0,05cB 

Contendo β-CD/OEL 6,93±0,50aA 6,70±0,25aA 6,73±0,10aA 

Média ±desvio padrão. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferença 

estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,05). Médias com letras maiúsculas distintas 

na mesma linha apresentam diferença estatisticamente significativa entre os tempos de 

armazenamento (p<0,05). 

 

Debonne et al. (2018) também relataram uma redução do volume específico de 

pães após a adição de óleo essencial de tomilho. Segundo Martins; Pinho; Ferreira 

(2017), a redução do volume específico de produtos de pães e bolos pode ser 

devido à influência da rede de glúten na resistência da massa e retenção do gás 

produzido durante a fermentação. A partir desta afirmação, pode-se inferir que o 

óleo essencial de laranja na forma livre, enfraquece a rede de glúten, acarretando 

em uma menor capacidade de retenção de gás.  

Comportamento oposto ao encontrado no presente estudo foi observado por 

Hussein et al. (2019), que obtiveram maior volume especifico nos bolos (pão de ló) 

contendo óleo essencial de laranja não encapsulado e por Ezhilarasi et al. (2014) 

que relataram que o aumento da quantidade de compostos encapsulados 

diminuíram o volume específico de pão. Segundo estes autores, substâncias 

encapsuladas podem diminuir a concentração de glúten na formulação e diminuir a 

retenção de gases durante o processo de cozimento. 

Por outro lado, Takeungwongtrakul; Benjakul; H-kittikun (2015) avaliaram as 

propriedades tecnológicas de pão com óleo de camarão encapsulado e reportaram 

que os pães com adição das cápsulas apresentaram maior volume específico 

quando comparado ao pão controle. Segundo esses autores isto se deve às 

possíveis interações entre o material de parede das cápsulas (concentrado proteico 

de soro e caseinato de sódio) e a massa do pão. Estas proteínas podem fortalecer a 

estrutura do pão via interação com o glúten, fazendo com que a rede de glúten da 

massa consiga reter o gás produzido na fermentação de forma mais eficiente e, 

desta forma, aumentar o volume do pão.  
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Ahmed; Hussein (2012) observaram que o pão-de-ló adicionado de extratos de 

canela ou laranja apresentou menor volume específico em comparação com a 

amostra de bolo controle. Além disso, os autores reportaram uma diminuição do 

volume específico de pão-de-ló com o aumento do período de armazenamento. 

Esse resultado foi justificado pela perda de água e de ar dos bolos durante o 

armazenamento. No presente estudo (Tabela 10) foi observado uma manutenção do 

volume específico dos bolos controle e com OEL livre até 3 meses de 

armazenamento, seguido por uma redução deste parâmetro após 6 meses. Por 

outro lado, o bolo contendo β-CD/OEL manteve o volume específico durante todo o 

período de armazenamento. 

 

7.3.3 Cor dos bolos  

Os parâmetros de cor (L*, a* e b*) dos bolos durante o armazenamento estão 

apresentados na Tabela 11. Foi possível observar que o parâmetro de luminosidade 

(L*) diminuiu ao longo armazenamento para os bolos controle e com OEL livre. Esta 

diminuição da luminosidade foi mais acentuada para o bolo com OEL livre, 

provavelmente devido à oxidação do mesmo ao longo do armazenamento. Hussein 

et al. (2019) também observou em seu estudo que o bolo com óleo essencial de 

laranja não encapsulado apresentava menor luminosidade quando comparado aos 

bolos controle e com óleo essencial micro e nanoencapsulado.  

Com relação ao parâmetro a*, que é a coordenada de cromaticidade 

vermelho/verde, não foram observadas diferenças significativas entre os bolos para 

todos os tempos de armazenamento avaliados. Em relação ao parâmetro 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 adição de β-CD/OEL, 

o que representa uma maior intensidade da cor amarela nestes bolos. Em todos os 

bolos foi observado o aumento do parâmetro b* durante o tempo de 

armazenamento, indicando um aumento da coloração amarela destes bolos.  

Ahmed; Hussein (2012) também observaram uma redução da luminosidade do 

bolo tipo pão de ló com extrato de laranja ao longo dos dias de armazenamento; no 

entanto em relação ao parâmetro b* foi notado comportamento oposto ao observado 

neste trabalho (Tabela 11), o bolo do tipo pão de ló com adição de extrato de laranja 

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

Bolos 
Tempo zero 

L* a* b* 

Controle 80,57±0,24aA -3,57±0,15aA 19,77±0,84ª,bC 

Contendo OEL livre 79,68±0,11bA -3,74±0,02aA 20,66±0,34aC 

Contendo β-CD/OEL 79,68±0,06bA -3,66±0,06aA 18,32±0,11bC 

Bolos 3 meses 

Controle 77,73±0,01aB -3,57±0,01aA 21,64±0,27bB 

Contendo OEL livre 74,28±1,35bB -3,57±0,01aA 22,55±0,31aB 

Contendo β-CD/OEL 75,03±0,02bB -3,43±0,02aA 20,90±0,10bB 

Bolos 6 meses 

Controle 75,09±0,89aC -3,93±0,15aA 24,23±0,41aA 

Contendo OEL livre 66,46±1,32bC -3,74±0,26aA 23,04±0,76aA 

Contendo β-CD/OEL 75,37±0,81aB -3,93±0,12aA 23,62±1,00aA 

 Média ± desvio padrão. Médias com letras minúsculas distintas na mesma coluna apresentam 

diferença estatisticamente significativa entre os tratamentos (p<0,05). Médias com letras maiúsculas 

distintas na mesma coluna apresentam diferença estatisticamente significativa entre os tempos de 

armazenamento (p<0,05). 

 

Comunian et al. (2017) não observaram nenhuma relação aparente nos valores 

de luminosidade entre a presença e/ou ausência de microcápsulas de compostos 

bioativos, ou em relação à sua forma de adição (encapsulados ou não 

encapsulados) em iogurtes. Debonne et al. (2018) também não observaram nenhum 

efeito significativo da adição do óleo de tomilho no dia da produção dos pães; no 

entanto, após o armazenamento, foi possível observar uma diferença gradual de cor 

para os pães com óleo de tomilho. 

 

7.3.4 Análise de perfil de textura (TPA) 

Os parâmetros de textura (dureza, adesividade, elasticidade, coesividade e 

resiliência) dos bolos durante o armazenamento estão apresentados na Tabela 12. 

Dentre os parâmetros de textura, a dureza do miolo é a característica mais 

importante, sendo amplamente utilizada como um índice para determinar a 

qualidade de produtos de panificação. Quanto maior o valor de dureza maior é a 

força é necessária para romper a estrutura do bolo (EZHILARASI et al., 2014).  
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O bolo com β-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 não foi 

observada diferença significativa na dureza no dia da produção e após 3 meses de 

armazenamento. No entanto após 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 atribuído às possíveis interações entre o fermento químico 

e o OEL. Uma vez que, a partir do momento em que o fermento químico é misturado 

aos demais ingredientes, suas reações já podem iniciar, ainda que em baixa escala, 

devido a baixa umidade e a temperatura ambiente durante o armazenamento, mas 

já acarretando em diminuição da sua posterior atividade durante a cocção dos bolos 

(GOMES et al., 2014).  

De acordo com KRINGEL et. al. (2017), existe uma correlação inversa entre o 

volume específico e a textura, desta forma quanto maior o volume do bolo, menor 

será sua dureza. Os resultados encontrados no presente trabalho estão de acordo 

com essa afirmação, uma vez que o bolo com β-CD/OEL apresentou o maior volume 

específico (Tabela 10) e o menor valor de dureza após seis meses de 

armazenamento (Tabela 12).  

De forma geral, todos os bolos apresentaram a mesma tendência: aumento da 

dureza ao longo do tempo de armazenamento. Contudo, esse aumento da dureza foi 

mais acentuado no bolo contendo OEL livre. Segundo Gómez et al. (2010), o 

acréscimo da dureza durante o armazenamento se deve ao processo de 

envelhecimento do bolo, resultando em mudanças físicas causadas pela 

redistribuição de umidade durante o armazenamento. Esta afirmação está 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. Análise de perfil de textura dos bolos durante o armazenamento. 

Bolos 

Tempo zero 

Dureza (g) Adesividade 
Elasticidade 

(mm) 

Coesividade 

(g.mm) 
Resiliência 

Controle 454,70±20,40aC -1,81±0,12aA 0,88±0,01aA 0,62±0,01aA 0,30±0,01aA 

Contendo OEL livre 434,63±13,97aC -1,06±0,04bC 0,86±0,01aA 0,63±0.01aA 0,30±0,01aA 

Contendo β-CD/OEL 310,46±6,28bC -1,20±0,07bC 0,87±0,01aA 0,66±0,01aA 0,31±0,01aA 

3 meses de armazenamento 

Controle 661,09±6,22aB -1,85±0,28bA 0,85±0,01aA 0,63±0,01aA 0,28±0,01aA 

Contendo OEL livre 617,70±8,99aB -2,39±0,16aB 0,85±0,01aA 0,63±0,01aA 0,28±0,01aA 

Contendo β-CD/OEL 548,97±7,29bB -1,88±0,32bA 0,85±0,02aA 0,61±0,01aA 0,29±0,01aA 

6 meses de armazenamento 

Controle 762,21±31,54bA -1,64±0,26bB 0,88±0,06aA 0,61±0,01aA 0,31±0,01aA 

Contendo OEL livre 1517,17±16,14aA -10,96±0,03aA 0,87±0,01aA 0,54±0,01bB 0,22±0,01bB 

Contendo β-CD/OEL 621,67±2,02cA -1,70±0,17bA 0,87±0,02aA 0,64±0,01aA 0,29±0,01aA 

*Média ±desvio padrão. Médias com letras minúsculas distintas na mesma coluna apresentam diferença estatisticamente significativa entre os 

tratamentos (p<0,05). Médias com letras maiúsculas distintas na mesma coluna apresentam diferença estatisticamente significativa entre os tempos 

de armazenamento (p<0,05). 
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O processo de envelhecimento de bolos é decorrente prinicpalmente da 

redistribuição de umidade e da retrogradação do amido, o que acarreta no aumento 

da firmeza do miolo (KRINGEL et al., 2017). Nesse sentido, pode-se inferir que a β-

CD pode atuar como um “agente anti-envelhecimento” em bolos. Este efeito pode 

ser atribuído à sua capacidade de ligação com água e às suas interações com o 

amido, inibindo a retrogradação e retardando o processo redistribuição de água 

durante o armazenamento (WANG et al., 2015) o que consequentemente retarda o 

processo de endurecimento dos bolos. A capacidade da β-CD em retardar a 

retrogradação de amido já foi reportada anteriormente por Tian et al. (2009). 

A adição do OEL livre nos bolos influenciou no parâmetro adesividade, 

apresentando maiores valores após 3 e 6 meses de armazenamento. A adesividade 

denotava a propriedade de “colagem” entre superfícies de diferentes materiais 

(Ferng et al., 2016) estimando a “pegajosidade” do bolo. Em relação ao parâmetro 

elasticidade não foram observadas diferenças significativas entre os bolos durante o 

armazenamento.  

Arslan-Tontu; Erbas; Gorgulu (2018) reportaram que o aumento da dureza de 

bolos está diretamente associado com uma diminuição na coesividade de amostras 

de bolo. Esta afirmação 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 

parâmetro resiliência foi afetado somente pela adição do OEL livre após 6 meses de 

armazenamento. 

Segundo Gómez et al. (2010), bolos armazenados após o seu forneamento 

perdem significativamente a qualidade da textura a partir do segundo dia de 

armazenamento. Neste sentido, o armazenamento dos bolos com β-CD/OEL na 

forma de pré- misturas possibilta a sua comecialização por um maior período de 

tempo, além de garantir a manutenção das suas características tecnológicas. 

 

7.3.5. Digestibilidade in vitro 

Na Figura 23 está apresentado a digestibilidade dos bolos expressos na forma 

de percentual de hidrólise do amido durante a digestão gastrointestinal simulada. 

Durante os 30 primeiros minutos de digestão gástrica não foi observada 

digestibilidade devido à ausência de enzimas que hidrolisam o amido. Após a adição 

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 β-CD/OEL. Ao final 

da digestão, 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 β-

CD/OEL, que apresentou o menor percentual de amido hidrolisado (69,10%) (Tabela 

13), enquanto a constante cinética (k) foi pouco afetada pela adição de OEL, tanto 

na forma livre quanto encapsulada, não sendo observadas diferenças significativas 

entre os bolos.  

 
Figura 23. Digestão in vitro dos bolos controle, com OEL livre e com β-CD/OEL. 

 

Tabela 13. Parâmetros da cinética de hidrólise do amido nos bolos. 

Bolos C∞ (%) k x 10-2 (min-1) 

Controle 73,80 ± 3,27b 10,40 ± 1,62a 

OEL livre 82,10 ± 3,10a 11,30 ± 1,57a 

B-CD/OEL 69,10 ± 0,54b 8,90 ± 0,55a 

Média ±desvio padrão. Médias com letras distintas na mesma coluna apresentam diferença 

estatisticamente significativa entre si (p<0,05).  

 

O menor percentual de amido hidrolisado encontrado no bolo com β-CD/OEL 

pode ser justificado pela interação da β-ciclodextrina com o amido, dificultando a 

ação das enzimas amilolíticas 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 formação de 

complexo amilose-CDs.  

Além disso, as ciclodextrinas podem atuar como fibras alimentares, 

influenciando a digestão do amido pela redução da sua taxa de degradação, o que 

impede o excesso de absorção de glicose e consequentemente reduz o índice 

glicêmico dos alimentos (CHEW; TAN; NIAMG, 2018; OH; BAE; LEE, 2014).  

 

7.3.6 Análise sensorial dos bolos 

Os perfis de sabor e aroma dos alimentos são considerados os principais 

fatores sensoriais que orientam a preferência dos consumidores em relação a um 

produto específico (YANG et al., 2018). A análise sensorial realizada teve por 

objetivo analisar o efeito da adição de óleo essencial de laranja (OEL), seja na forma 

livre ou encapsulada, na intensidade do atributo “sabor de laranja” em bolos tipo pão 

de ló, bem como na preferência dos julgadores em relação 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 específico recomenda-se o 

teste de comparação pareada, o qual se baseia no número de julgamentos totais 

comparado ao número de julgadores concordantes (STONE et al., 2012).  

Ao analisar os resultados obtidos na análise sensorial para o teste de 

comparação 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 específica para tal teste, bilateral (p=1/2), onde com um número 

de 60 julgadores, o número de respostas concordantes deve ser igual a 39, ou seja, 

no mínimo 39 julgadores deveriam julgar tal amostra como sendo a que apresenta a 

maior intensidade do sabor laranja, para caracterizar diferença significativa a um 

nível 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 

encapsulação do óleo essencial de laranja em β-ciclodextrina mascara o sabor de 

laranja, tornando-o menos acentuado quando comparado à adição do óleo essencial 

na forma livre. 

Comunian et al. (2017) desenvolveram um iogurte funcional com óleo de 

echium, fitoesterol e ácido sinápico na forma livre e encapsulada e verificaram que 

em relação ao atributo sabor, o tratamento com as microcápsulas adicionadas 
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apresentou aceitação semelhante ao tratamento controle (sem adição de compostos 

bioativos) com escores médios de 6,73 e 6,65, respectivamente, seguido do 

tratamento contendo os compostos bioativos na forma livre (não encapsulados) com 

uma pontuação média de 6,21. Segundo os autores, a incorporação dos compostos 

bioativos encapsulados no produto melhorou o sabor em comparação com os 

compostos na sua forma livre, isto porque o óleo de echium pode apresentar um 

sabor desagradável, após certo tempo de exposição ao oxigênio. 

Segundo Sawale et al. (2017), a concentração de compostos altamente 

aromáticos, como óleos essenciais, pode atingir o valor do limiar de percepção dos 

julgadores, levando à alterações da percepção sensorial dos mesmos.   

Tumbas Šaponjac et al. (2016) encapsularam compostos bioativos extraídos de 

bagaço de cereja em proteínas de soro de leite e soja e aplicaram em cookies. Os 

resultados da avaliação sensorial demonstraram que os cookies com a maior 

concentração de compostos bioativos encapsulados aumentou a intensidade do 

sabor associado às cerejas frescas, o que provocou reações positivas entre os 

avaliadores. As amostras contendo os compostos bioativos encapsulados em 

proteína de soro de leite foram descritas como tendo aroma de cereja mais 

acentuado do que as amostras encapsuladas em proteína de soja. 

Nas fichas de avaliação sensorial, os julgadores também realizaram alguns 

comentários com relação à doçura 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 doçura. Comportamento semelhante foi relatado 

por Lonĉarević et al. (2018), onde a adição 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 concentrações mais altas 

de encapsulado acompanhado pela menor intensidade da doçura. 

No teste de preferência, 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 β-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 óleo essencial de tomilho (Thymus zygis) em 

pão e massa de pão fermentada e reportaram que o aroma do pão foi afetado 
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negativamente pela adição do óleo essencial de tomilho. Bozik et al. (2017) 

avaliaram o efeito de diferentes óleos essenciais (canela, tomilho, orégano, cravo, 

capim-limão e gengibre) no perfil sensorial de aveia. Os autores reportaram que o 

forte aroma e sabor promovido pelos óleos essenciais afetaram de maneira negativa 

a aceitação do consumidor. Desta forma, o OEL pode ser utilizado como 

aromatizante natural em produtos de panificação, sem alterações indesejáveis das 

características de sabor de aroma.  

 

Figura 24. Análise sensorial de preferência dos bolos contendo OEL na forma livre e 

em encapsulada como complexo de inclusão com β-ciclodextrina. 

 

7.4 Conclusão 

A aplicação do OEL na forma livre e encapsulado em β-ciclodextrina em pré-

misturas de bolo afetou as propriedades tecnológicas, sensoriais e de digestibilidade 

in vitro dos bolos, sendo esta influência mais pronunciada com o aumento do tempo 

de armazenamento das pré-misturas. De forma geral, a aplicação do OEL 

encapsulado em β-ciclodextrina acarretou em maior volume específico dos bolos, 

após 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 após 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 a análise sensorial.  
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7.5 Estudos futuros 

Com base nos resultados obtidos neste estudo permanecem algumas questões 

que precisam ser respondidas por estudos futuros. Para avaliar a possível interação 

sugerida entre a β-CD e o amido, seria interessante analisar os bolos através de 

espectroscopia Raman, uma técnica que fornece informações importantes sobre a 

estrutura das moléculas e sobre a interação com outras moléculas, fornecendo uma 

análise qualitativa e quantitativa da composição dos bolos. Além disso, a avaliação 

da liberação do OEL encapsulado em β-CD durante a digestão in vitro poderia ser 

avaliada, a fim de avaliar a resistência da β-CD frente às condições gastrointestinais; 

a partir desta análise também pode quantificar o índice glicêmico, o amido 

rapidamente e lentamente digerível, bem como o amido resistente presente nos 

bolos.  
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8 Considerações finais 

As diferenças observadas na composição química, na estabilidade térmica e na 

morfologia entre o óleo essencial livre, a mistura física e o complexo de inclusão, 

mostraram que houve a formação do complexo de inclusão e demonstram a 

necessidade do método de precipitação utilizado para garantir a interação entre a β-

CD e o OEL. O alto índice de retenção de voláteis do OEL quando complexados 

com β-CD, demonstrou sua eficácia na redução de perdas por volatilização, o que 

amplia a sua aplicação em alimentos.  

A germinação aumentou a atividade enzimática de todas as amostras, bem 

como o rendimento de CDs, possibilitando a aplicação do amido de trigo germinado 

como um substrato promissor na produção de ciclodextrinas, agregando valor a este 

produto que, normalmente, não é utilizado pela indústria de alimentos. Além disso, o 

complexo de inclusão formado entre CDs/OEL melhorou significativamente a 

estabilidade térmica do óleo essencial de laranja, promovendo sua proteção em 

altas temperaturas, o que possibilita encapsular compostos altamente voláteis e 

instáveis a altas temperaturas. 

As cápsulas contendo zeína e complexo de inclusão β-CD/OEL exibiram um 

considerável efeito inibidor contra todas as espécies de Aspergillus testadas. O OEL, 

tanto na forma livre quanto encapsulada, adiou efetivamente a deterioração 

microbiológica dos bolos, prolongando o prazo de validade de 30 para 150 dias. 

Esses resultados sugerem o potencial uso do óleo essencial de laranja como 

conservante antifúngico natural em alimentos.  

A aplicação do OEL na forma livre e encapsulado em β-ciclodextrina em pré-

misturas de bolo afetou as propriedades tecnológicas, sensoriais e de digestibilidade 

in vitro dos bolos, sendo esta influência mais pronunciada com o aumento do tempo 

de armazenamento das pré-misturas. O bolo com β-CD/OEL apresentou maior 

volume após armazenamento da respectiva pré-mistura por 6 meses; menor dureza 

e menor percentual de amido hidrolisado após digestibilidade in vitro. Por outro lado, 

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

 

 





 

APÊNDICE A 

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

 

 





 

APÊNDICE B 

 

Fichas utilizadas para a aplicação da análise sensorial.  

 

Nome: _______________________ Data: __________ 

 

Produto: Bolo de laranja 

Por favor, avalie as amostras da esquerda para direita e circule o código da amostra 

que apresentar a maior intensidade do sabor de laranja. 

Amostras   

1ª avaliação 

 

423 230 

2ª avaliação 145 809 

 

 

Comentários:_________________________________________________________

___________________________________________________________________

______.  

 

Por favor, avalie as amostras da esquerda para direita e circule o código da amostra 

de sua preferência.  

145       809 

 

Comentários:_________________________________________________________

___________________________________________________________________

______.  

 





 

APÊNDICE C 

Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado na análise 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 coerção. 

Projeto: Encapsulação do óleo essencial de laranja para aplicação em bolos 

OBJETIVOS: Fui informado (a) de que o objetivo desta pesquisa é avaliar a influência do 

óleo essencial de laranja, na forma livre ou encapsulada, no sabor de bolo inglês; cujos 

resultados serão mantidos em sigilo e somente serão usados para fins de pesquisa. 

PROCEDIMENTOS: Fui informado (a) de que receberei amostras do produto (bolo), para 

que eu avalie as características sensoriais do produto. 

RISCOS E POSSÍVEIS REAÇÕES: Fui informado (a) de que existem riscos a portadores da 

doença celíaca, uma vez que este produto possui glúten. Declaro que não possuo nenhum 

tipo de intolerância (doença celíaca) e/ou reação adversa a este produto. 

BENEFÍCIOS: O benefício de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os resultados 

serão incorporados ao conhecimento científico e posteriormente a situações de ensino-

aprendizagem. 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA: A minha adesão à pesquisa ocorrerá de forma voluntária e 

nenhum tipo de penalidade será aplicado caso não seja do meu interesse participar. 

CONFIDENCIALIDADE: Estou ciente que a minha identidade permanecerá confidencial 

durante o estudo e que os dados coletados só serão utilizados para fins de pesquisa. 

CONSENTIMENTO: Ciente das informações citadas anteriormente, eu concordo em 

participar da avaliação sensorial dos produtos elaborados na pesquisa. 

 

ASSINATURA: __________________________________________________    

DATA: ___ / ___ / _____ 

 

 

ASSINATURA DOS PESQUISADORES RESPONSÁVEIS: 

Pesquisadores: Dianini Hüttner Kringel 

Professor supervisor Drª. Elessandra da Rosa Zavareze 

Universidade Federal de Pelotas.  





 

APÊNDICE D 

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

 

 

 
 

Controle 

OEL livre 

Β-CD/OEL 
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