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RESUMO

A utilizacdo de aditivos sintéticos na industria alimenticia desempenha um papel
fundamental na conservagdo dos alimentos e na melhoria de suas caracteristicas
sensoriais. No entanto, alguns desses compostos estao associados a efeitos adversos
a saude, o que tem estimulado a busca por alternativas naturais que oferecam
seguranga aos consumidores sem comprometer as propriedades desejaveis dos
produtos. Neste trabalho, avaliou-se o uso de um complexo de inclusdo formado por
B-ciclodextrina e eugenol, com potencial aplicagdo como conservante natural para
produtos de confeitaria. A sintese do complexo foi realizada pelo método de co-
precipitacdo, conhecido por sua simplicidade e viabilidade em escala industrial.
Avaliado o potencial antioxidante e antimicrobiano com aplicagcdo em produto de
confeitaria. Houve formacdao de um complexo de inclusao entre a B-ciclodextrina e
eugenol, confirmada pelas analises de espectroscopia UV-Vis e FTIR. O complexo
BCD/EUG apresentou cor branca, odor caracteristico, 76% de rendimento,
capacidade de sequestro de radicais livres de 1:1, para o complexo e o 6leo em sua
forma pura, indicando que o encapsulamento nido reduz as propriedades do eugenol.
Ensaios antimicrobianos demonstraram que o complexo sintetizado apresenta
eficacia antifungica, inibindo o crescimento de fungos por até 17 dias na concentragao
de 2M, contribuindo para a conservagéo dos alimentos e sugerindo a possibilidade de
substituicdo de aditivos sintéticos. Dessa forma, comprovou-se que a B-ciclodextrina,
atua como agente encapsulante, protegendo o eugenol e estabilizando suas
propriedades funcionais, além de que a pesquisa reforca a importancia do
desenvolvimento de tecnologias sustentaveis e seguras na area de alimentos,
promovendo a saude do consumidor e atendendo as exigéncias do mercado atual.

Palavras-chave: B-ciclodextrina; eugenol; complexo de inclusdo; aditivo alimentar.



ABSTRACT

The use of synthetic additives in the food industry plays a key role in food preservation
and improving sensory characteristics. However, some of these compounds are
associated with adverse health effects, which has stimulated the search for natural
alternatives that offer safety to consumers without compromising the desirable
properties of the products. In this study, we evaluated the use of an inclusion complex
formed by B-cyclodextrin and eugenol, with potential application as a natural
preservative for confectionery products. The complex was synthesized using the co-
precipitation method, known for its simplicity and feasibility on an industrial scale.
Evaluated antioxidant and antimicrobial potential with application in confectionery
products. An inclusion complex was formed between (-cyclodextrin and eugenol,
confirmed by UV-Vis and FTIR spectroscopy analyses. The BCD/EUG complex had a
white color, characteristic odor, 76% yield, and 1:1 free radical scavenging capacity for
the complex and the oil in its pure form, indicating that encapsulation does not reduce
the properties of eugenol. Antimicrobial tests demonstrated that the synthesized
complex has antifungal efficacy, inhibiting fungal growth for up to 17 days at a
concentration of 2M, contributing to food preservation and suggesting the possibility of
replacing synthetic additives. Thus, it has been proven that 3-cyclodextrin acts as an
encapsulating agent, protecting eugenol and stabilizing its functional properties. In
addition, the research reinforces the importance of developing sustainable and safe
technologies in the food sector, promoting consumer health and meeting the demands
of the current market.

Keywords: B-cyclodextrin; eugenol; inclusion complex; food additive.
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1 INTRODUGAO

Os aditivos sintéticos utilizados na producdo de alimentos, consumidos no
cotidiano, apresentam grande valor econdmico. Substancias aplicadas na fabricagao
de produtos podem conferir melhores texturas, sabores, coloragcdo, qualidade
nutricional e estabilidade dos ingredientes e do produto. Além disso, possuem
propriedades capazes de prolongar o tempo de prateleira (shelf-life), contribuindo para
a conservagao dos alimentos em condi¢des adequadas ao consumo humano, com
destaque para propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Russell; Gould, 2003;
Vaclavik; Christian, 2014).

Entretanto, muitos dos aditivos utilizados no setor alimenticio s&do associados
a problemas de saude e apresentam toxicidades comprovadas. Em produtos de
panificagdo, como paes, bolos e biscoitos, os principais agentes quimicos adicionados
durante a produgdo desses alimentos sido conservantes, emulsificantes e
antioxidantes (Rego; Vialta; Madi, 2020).

Desta forma, a busca por conservantes que ndo causem efeitos adversos a
saude torna-se cada vez mais relevante. Conservantes naturais como sal, vinagre,
especiarias, mel, agucar e Oleos essenciais podem oferecer propriedades de
conservagao sem prejudicar a saude, evitando alergias e reagdes gastrointestinais
(Abdulmumeen et al., 2012; Deshpande; Deshpande, 2017). Entre esses compostos,
destacam-se o0 eugenol e o acetato de eugenila, ambos encontrados no 6leo essencial
do cravo-da-india; cujas propriedades antioxidantes e antimicrobianas sao
documentadas por Silvestri (2010). Esses 6leos ja foram aplicados como
conservantes de alimentos, como relatado por Schorr (2018), que realizou a aplicagao
de eugenol em magas para inibir o crescimento de fungos do género Colletotrichum,
destacando ao final da avaliagdo, que o eugenol foi um composto que auxiliou no
controle deste género de microrganismos.

Apesar disso, o eugenol apresenta baixa estabilidade térmica, baixa
solubilidade em agua e citotoxicidade em doses elevadas (Fujisawa et al., 2002). Com
sua instabilidade térmica, pode ocorrer a sua perda em processos que exijam a
utilizagao de temperaturas altas, como no cozimento de alimentos. Assim, a busca por
formas de aumentar sua capacidade térmica e melhorar as propriedades desses

compostos é uma alternativa para ampliar sua aplicagao.
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Uma alternativa é utilizar os complexos de inclusdo, onde uma molécula
hospedeira recebe outra molécula distinta, acoplando ou encapsulando em sua matriz
(Bai et al., 2009). A associacdo desses compostos ndo exclui as propriedades
intrinsecas de cada substancia e forma novas propriedades, sendo chamadas de
propriedades emergentes. Com isso, as funcionalidades dos compostos se agregam
para formar caracteristica diferentes e muitas vezes melhoradas das substancias
originais.

Uma boa opgédo de molécula hospedeira é a ciclodextrina, devido as suas
propriedades fisico-quimicas, nao toxicidade e disposicao na formagao de complexos
de inclusdo. Na formagao de complexos de inclusao, ela pode melhorar a solubilidade
e biodisponibilidade, estabilidade de compostos fotodegradaveis e redu¢ao de aromas
indesejaveis (Venturini et al., 2008).

Desta forma, a utilizacdo de complexos de inclusdo de eugenol em -
ciclodextrina, atribuido de propriedades antimicrobianas e antioxidantes, torna-se uma
alternativa viavel para conservacao de produtos. Com base na demanda e
possibilidade apresentada, este trabalho teve como objetivo avaliar a acéo
conservante de complexos de inclusdo formados por B-ciclodextrina e eugenol, em

produtos de confeitaria.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Preparar um complexo de inclusdo de B-ciclodextrina contendo eugenol, a fim
de avaliar seu potencial uso como conservante em produto de confeitaria, com base

em suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas.

2.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar o complexo de inclusao entre B-ciclodextrina e eugenol por
meio do método de co-precipitacdo;

b) Caracterizar o complexo de inclusdo sintetizado, por meio técnicas
como espectroscopia UV-Vis, espectroscopia no infravermelho (1V),
analise termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC);

c) Avaliar a propriedade antioxidante do complexo sintetizado utilizando o
método de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila);

d) Aplicar o complexo de inclusdo em produto de confeitaria e avaliar seu
potencial antifungico para a conservacao de cupcakes;

e) Realizar analise microbioldgica por meio do plagueamento de amostras
obtidas a partir dos produtos tratados;

f) Comparar a eficacia conservante do complexo com a do eugenol livre.
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3 FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1 Aditivos alimentares

Aditivos alimentares sdo substancias ou misturas adicionadas aos alimentos,
durante o processamento e em embalagens. Geralmente permanecem no alimento
até o seu consumo, embora alguns possam ser removidos ao longo do
processamento. Os principais objetivos do uso de aditivos sdo: aumentar o valor
sensorial dos alimentos (como no caso de corantes, aromas, intensificadores de
sabor, estabilizantes), prolongar o prazo de validade (através de antimicrobianos,
antioxidantes, espessantes e gelificantes) e facilitar o preparo dos alimentos,
conferindo praticidades ao consumidor (Belitz; Grosch; Schieberle, 2009).

Na industria de panificacao, a utilizacao de aditivos alimentares € uma pratica
consolidada, com o objetivo de melhorar a qualidade sensorial, tecnoldgica e
microbioldgica dos produtos. A regulagcdo do uso desses aditivos no Brasil é
estabelecida pela Instrugdo Normativa n° 211, de 1° de margo de 2023, a qual define
as fungdes tecnoldgicas, os limites maximos permitidos e as condigdes especificas de
uso dos aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia autorizados. Essa
normativa visa assegurar a seguranga do consumidor e a conformidade dos produtos
com padrdes técnicos estabelecidos. Entre os aditivos permitidos para produtos de
panificagao, encontram-se emulsificantes, conservadores, melhoradores de farinha e
agentes de crescimento, cuja aplicagdo deve obedecer rigorosamente aos critérios
estabelecidos pelo regulamento (Brasil, 2023). Os aditivos podem ser obtidos de
fontes animais, vegetais, minerais ou por sintese quimica (Awuchi et al., 2020).

Diversos tipos de aditivos sdo mundialmente utilizados, sendo que alguns
apresentam maior ou menor toxidade, dependendo de sua natureza e quantidade
ingerida (Davidson et al., 2005). Os conservantes nitritos e nitratos (utilizado em
carnes) e BHA (produtos de panificagdo e alimentos lipidicos) podem provocar
modificagdes no DNA, seguido de neoplasia; ja os corantes artificiais eritrosina e
tartrazina (comumente aplicados em doces industrializados) apresentam propriedade
carcinogénica, motivando a alguns paises da Europa proibam a comercializagéo e
uso de tartrazina em seu territério (Veras et al., 2021).

Todos os aditivos alimentares utilizados industrialmente devem ser avaliados

e aprovados por o6rgaos reguladores, juntamente com a quantidade de uso



17

recomendada, de acordo com o Codex Alimentarius. Cada substancia possui uma IDA
(Ingestao Diaria Aceitavel), desenvolvida por um comité do Codex, especializado em
Aditivos Alimentares da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e pela Organizagao
das Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentagéo (FAO) (Honorato et al., 2013).

Embora contribuam com melhorias sensoriais e de durabilidade em alimentos,
os aditivos podem causar reagdes adversas aos consumidores. Conforme Simon
(1996) apresenta, alguns compostos podem apresentar efeitos indesejaveis no
organismo de quem os consomem, tais como urticaria crénica, anafilaxia, problemas
respiratorios, cefaleia, dores na regiao lombar e pescoco, nauseas e sudorese.

A Organizacdo Mundial da Saude publicou em 2015 informacgdes referentes a
seguranga alimentar no mundo, estima-se que 600 milhdes de casos de doencgas
anualmente apds o consumo de alimentos contaminados — cerca de 420 mil vém a
obito, e 30% das mortes ocorrem entre criangas menores de 5 anos (Pires;
Devleesschauwer, 2021). Desta forma, € indispensavel o uso de recursos e aditivos
que garantam a qualidade e segurancga dos alimentos. Neste contexto, destaca-se a
relevancia do desenvolvimento de conservantes naturais com agao antioxidante e
antimicrobiana e, como possibilidade, o uso de 6leos essenciais vém sendo estudados
como alternativas viaveis por conter as propriedades desejadas, como Cao et al
(2009) apresenta em seu estudo sobre o uso de 6leo essencial de Mosla chinensis
Maxim, foi identificado o potencial antimicrobiano para oito cepas bacterianas e nove
fungicas, bem como a atividade antioxidante do dleo essencial superior ao extrato

metanolico.

3.2 Conservantes

Conservantes alimentares sdo substancias adicionadas aos alimentos com o
propdsito de inibir ou retardar alteragdes indesejaveis no produto decorrentes da agao
de microrganismos, enzimas ou agentes fisicos, como calor e luz. O uso desses
compostos tem aumentado significativamente na industria de alimenticia,
impulsionado pela crescente demanda por produtos com maior estabilidade quimica
e microbioldgica, além de seguros ao consumo. (Tonetto et al., 2008).

Em um estudo realizado por Silva (2013) na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, constatou-se que os produtos de padaria sdo os que mais utilizam
conservantes, com 73,29% de itens analisados contendo aditivos. Dentre os
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antimicrobianos mais utilizados, destacam-se, em ordem crescente de ocorréncia:

propionato de calcio, propionato de sodio e sorbato de potassio.

3.2.1 Antioxidantes

As modificagdes que oleos e gorduras sofrem ao longo do tempo resultam de
reacdes quimicas que contribuem para a deterioragdo dos alimentos. Entre essas
reagcOes predomina-se a oxidagao, a reversao, a hidrdlise e a polimerizagao. Dentre
elas, a oxidagao & considerada como a mais relevante, sob o aspecto econémico e
nutricional, pois provoca a degradagdo de acidos graxos essenciais e vitaminas
lipossoluveis. Podendo alterar o odor, sabor, textura, consisténcia e aparéncia dos
alimentos (Takemoto; Filho; Godoy, 2009).

Substancias antioxidantes sao compostos capazes de retardar ou inibir a
oxidagao de lipidios e outras moléculas, inibindo o inicio ou a propagacgéao de reac¢des
em cadeia. A atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta relacionada
principalmente as suas propriedades de Oxido-redugdo, que permitem adsorver e
neutralizar radicais livres, neutralizar os oxigénios singlete e triplete além de decompor
peroxidos, interrompendo a oxidagao lipidica (Zheng; Wang, 2001).

O uso de antioxidantes na industria alimenticia tem sido amplamente
estudado ao longo da histdria. Desde o final do século XVIII, diversos pesquisadores
contribuiram para entender os mecanismos de oxidacdo e formas de preveni-la.
Atualmente, poucos antioxidantes sao permitidos para o uso em alimentos, e sua
escolha deve considerar a eficacia em baixas concentragdes, seguranga, estabilidade,
impacto sensorial, compatibilidade com a matriz alimentar, além de fatores como a
legislagao vigente, custo e preferéncia por opgdes naturais.

Os antioxidantes mais utilizados na industria de alimentos incluem os
sintéticos BHA (butil-hidroxianisol), BHT(butil-hidroxi-tolueno), PG(propil galato) e
TBHQ (terc-butilhidroquinona), - para alimentos gordurosos - e o acido ascobico é
amplamente utilizado na industria de carnes, bebidas, peixes e paes; além dos
naturais, como os tocoferdis, acidos fendlicos e extratos de plantas (Silva et al., 2019).
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3.2.2 Antimicrobianos

A vida util dos alimentos € determinada, principalmente, pela deterioragao
causada pela agcao de microrganismos, o que reduz o tempo de prateleira e pode
provocar intoxicagao e infecgdes aos consumidores (De Melo, 2005). Como estratégia
para impedir o crescimento microbiano, recursos como o tratamento térmico,
desidratagéo, congelamento e agentes antimicrobianos, sédo utilizados como forma de
inibir os microrganismos.

Paralelamente as técnicas tradicionais, cresce o interesse por compostos
antimicrobianos naturais, inspirados nos mecanismos de defesa de animais e plantas.
Exemplo incluem a lisozima (presente na clara do ovo), lactoperoxidase (enzima
presente no leite) e flavonoides (compostos bioativos presente em ervas e
especiarias), os quais demonstram ampla atividade contra diferentes microrganismos
( Devlieghere; Vermeiren; Debevere, 2004). Na pesquisa realizada por Ernandes et
al. (2007) foi exposto que o 6leo essencial do orégano teve potencial de inibicdo para
as cepas de bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
typhimurium e Listeria monocytogenes.

Entre os compostos naturais com maior potencial, os compostos fendlicos de
origem vegetal, se destacam pelas atividades antioxidantes e antimicrobianas. Sua
agao antimicrobiana ocorre por diferentes mecanismos: a degradagdo da parede
celular, danos a membrana citoplasmatica, alteragdes nos lipidios da membrana e

interferéncia nos processos de sintese de DNA, RNA e proteinas (Bassani, 2018).

3.3 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) séo classificadas como malto-oligossacarideos
macrociclicos, formados por unidades de glicopiranose conectadas por ligagcbes a-
(1,4) glicosidicas (Singh et al., 2002.). A producédo pioneira foi descrita em 1881 pelo
quimico Villiers, a partir da digestdo do amido com Bacillus macerans, em um
processo de transglicosilagao intramolecular, catalisado pela enzima ciclodextrina-a-

glicosil-transferase (Fromming; Szejtli,1993). A Figura 1 ilustra a estrutura da BCD.
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Figura 1 - Visdo superior da estrutura da B-Ciclodextrina

Fonte: Composigao obtida utilizando informagoes provenientes de Crini (2014)

As ciclodextrinas possuem trés principais estruturas, sendo a-CD, 3-CD e y-
CD, as quais se caracterizam por seis, sete e oito unidades de glicopiranose,
respectivamente (Loftsson, 2007). Suas estruturam apresentam hidroxilas primarias
que conferem mobilidade e permitem a reducédo do didmetro da cavidade, enquanto
as hidroxilas secundarias sao responsaveis por ligagdes de hidrogénio e conferem
rigidez na molécula (Cid-Samamed et al., 2022).

As configuragdes das CDs apresentam uma cavidade central hidrofébica,
sendo uma alternativa para atuarem como supramoléculas hospedeiras em
complexos de inclusdo; ja a superficie externa é considerada hidrofilica, devido a
ligagbes de hidrogénio intramoleculares, atribuindo para as cliclodextrinas a
propriedade de solubilidade em agua (Astray, 2009).

Segundo Maténcio et al. (2020), as ciclodextrinas manifestam alta estabilidade
quimica e biolégica, podendo ser utilizadas para eliminacédo de sabores e odores
indesejaveis, controle de reagdes quimicas e liberagdo gradual de substancias
bioativas.

As CDs séo classificadas como substancias GRAS (Generally Recognized As
Safe) pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos (Cid-Samamed
et al., 2022). A BCD possui baixo perfil toxicolégico por ser hidrolisada em maltose e
glicose na microbiota intestinal e por amilases enddgenas, o que evita seu acumulo
em tecidos e corrente sanguinea. Sua toxidade oral aguda é considerada muito baixa,
concluido que para ser considerado uma dose letal (LD50) precisaria ser consumido

acima de 3.000 mg/kg de peso corporal. Nao ha evidencias que a B-ciclodextrina
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possua propriedades carcinogénicas. Foi estabelecido um nivel ingestdo diaria
aceitavel (IDA) de 5mg/kg, em 1996, e segundo parecer da EFSA (2016), ndo houve

necessidade de revisdo deste padrao.

3.4 Eugenol

O eugenol (EUG) é uma molécula extraida de éleos essenciais, reconhecida
por seu odor caracteristico e por aplicacbes que vao desde 0 usoO em processos
caseiros como repelente natural e uso para a produgao de perfumes (Miranda; Souza,
2016). O cravo-da-india (Syzygiu aromaticum) é a principal fonte desse composto,
cuja substancia de maior predominancia é 4-alil-2-metoxifenol, popularmente
conhecido como eugenol (Affonso et al., 2012).

Quimicamente, o EUG é classificado como fenilpropandide, tendo sido isolado
pela primeira vez em 1929 e comercializado a partir de 1940 nos Estados Unidos (Da
Silva et al., 2018). Embora possa ser sintetizado em laboratério sob condi¢des
controladas, seu uso preferencial recai sobre a extracdo natural. Além do cravo-da-
india, o eugenol também pode ser obtido a partir de outras fontes vegetais, como
gengibre, canela, curcuma, pimentdo, manjericdo, noz-moscada e folhas de tulsi
(Nisar et al., 2021).

Essa molécula possui propriedades, bioativas, incluindo atividade anti-
inflamatodria, anestésica, antitumoral e analgésica (Barboza et al., 2018; Vanin et al.,
2014). No entanto, as caracteristicas mais estudadas e utilizadas comercialmente séo
relacionadas a propriedade antioxidante e antimicrobiana (Devi et al., 2010).
Conforme previsto na Food and Drug Administration (FDA), & seguro utiliza-lo em
concentragdes de até 1500 ug.mL™" (Frohlich et al.,2023).

Sua acdo antimicrobiana €& associada a sua natureza hidrofobica,
possibilitando a penetracdo no lipopolissacarideo das membranas celulares de
microrganismos. Esse processo causa escoamento do conteudo intracelular e morte
celular. Além disso, o grupo hidroxila presente na estrutura do EUG, pode se ligar a
proteinas das bactérias, fazendo com que a agdo enzimatica seja cessada (Burt et al.,

2004). A estrutura quimica do eugenol € ilustrada na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura molecular do eugenol

Fonte: Autoria Prépria (2025)

3.5 Complexos de inclusao

Os complexos de inclusdo consistem na encapsulagdo de uma molécula
hospede no interior de uma molécula hospedeira com cavidade central, formando uma
estrutura supramolecular estavel. Para que ocorra a formacdo de um complexo de
inclusdo, é essencial que haja compatibilidade geométrica dos compostos envolvidos
na reagao, ou seja, a molécula héspede deve possuir tamanho e forma adequados
para se acomodar dentro da cavidade da (Uekama; Otagiri, 1987). Outros fatores
importantes incluem a polaridade e o carater hidrofébico das moléculas envolvidas
(Igea, 1992).

A principal forca motriz para a encapsulacdo molecular é a substituicdo de
moléculas de agua — que apresentam alta entalpia — por moléculas hdspedes de
menor entalpia. Sendo um processo energeticamente favoravel, resultando em uma
variacao positiva de entalpia, aumento da entropia e, consequentemente, redugao da
energia total do sistema, contribuindo para a estabilidade termodinédmica do complexo
formado. Além disso, interagdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals, interagdes
hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio também desempenham um papel importante na
formacao e estabilizagdo dos complexos de inclusdo (Goérnas et al., 2009).

O encaixe espacial entre a molécula hospedeira e a substancia hospede
também promove a discriminacao estereosseletiva, isto €, a seletividade em fungéo

do arranjo tridimensional das moléculas. Assim as moléculas pequenas se encaixam
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melhor as cavidades de moléculas como a a-ciclodextrina e a -ciclodextrina, devido
a compatibilidade de volume entre a cavidade da CD e a estrutura do composto

encapsulado (Venturini et al., 2008).

3.6 Complexos de inclusao de ciclodextrinas e 6leos essenciais

As ciclodextrinas sdo amplamente utilizadas como moléculas hospedeiras
para a formacdo de complexos de inclusdo devido a sua estrutura cbnica com
cavidade central. Essa configuragao propicia o encapsulamento de outras moléculas
em seu interior, sem ocorrer ligagdes covalentes entre as duas espécies (Backensfeld;
Mdller; Kolter, 2001).

Dentre os compostos comumente encapsulados, destacam-se os 6leos
essenciais, que sao bons candidatos a moléculas hospedes nos complexos de
inclusdo, pois o encapsulamento deles pode resultar em melhorias significativas das
suas propriedades fisico-quimicas, como aumento da estabilidade térmica, maior
solubilidade em agua e melhora no perfil sensorial dos produtos nos quais séo
aplicados (Hill et al., 2013).

Alguns trabalhos avaliaram a aplicagdo destes complexos de inclusdo de CD
com O6leos essenciais obtendo resultados satisfatorios. Shen e colaboradores (2024)
desenvolveram complexos de inclusdo de citral/hidroxipropil-B-ciclodextrina para o
revestimento de morangos. Os resultados indicaram reducédo efetiva da taxa de
decomposicao, diminuicdo da perda de peso, e manutengao da firmeza, pH e sdlidos
soluveis, prolongando assim a vida util da fruta.

Yang et al. (2023) realizaram a sintese de um complexo de inclus&o com 6leo
essencial de orégano em B-ciclodextrina, com aplicacdo em pecas de peito de frango
in natura, com objetivo de estender sua conservagdao durante o armazenamento
refrigerado. O complexo de inclusdo obtido apresentou excelente atividade
antimicrobiana e antioxidante, somando as propriedades intrinsecas da J-
ciclodextrina e do 6leo essencial do orégano.

Em outro estudo, Ho et al. (2017), encapsularam catequina, um composto
presente nas folhas de Camellia sinensis — utilizado para a producéo de chas verde e
preto — em B-ciclodextrina. A formacgdo do complexo reduziu a perda da atividade

antioxidante e a degradagado da catequina, visto que a mesma possui grande
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sensibilidade em contato com oxigénio, luz e pH alcalino. Os resultados demonstram

a viabilidade de sua aplicagao na industria de alimentos.

3.7 Método de sintese dos complexos de inclusao

Para realizar a sintese dos complexos de inclusdo ha uma vasta variedade de
meétodos, dentre os quais se destacam: co-precipitacdo, amassamento, uso de didxido
de carbono supercritico, moagem mecanoquimica, irradiagao por micro-ondas, spray-
drying e ultrassonicacgao (Cid-Samamed et al., 2022).

Na preparagcdo de complexos de inclusdo utilizando o método de
amassamento, a CD é disposta em uma superficie de porcelana e umedecida com
pequena quantidade de agua purificada, em seguida misturada com um pildo até obter
textura de pasta. Em seguida, a substancia héspede pode ser incorporada a mistura.
Ao final, o sdlido é lavado com solvente organico compativel em pequena quantidade
e devidamente seco (Wadhwa, 2017).

Conforme Banchero (2021) apresenta o método de Diéxido de Carbono
supercritico (scCOz2), o método baseia-se na capacidade do scCOz promover a
complexacdao entre o hospedeiro-hospede em condi¢gdes supercriticas. As
substancias sao colocadas em um recipiente de impregnacao e expostas ao scCOz,
sob temperatura e pressao controladas. O processo finaliza por rapida
despressurizacao, induzindo a gaseificagdo do CO2 e por conseguinte a sua
separagao do complexo formado.

No método de moagem utiliza a mecanoquimica, onde a reagao ocorre em
estado solido fazendo o uso de energia mecanica. Em um almofariz, a mistura entre
a ciclodextrina e a molécula héspede recebe pulsos de energia mecanica fornecida
pela moagem com um pistilo, a moagem contribui também na homogeneizacédo dos
reagentes e quebra das particulas, aumentando a superficie de contato e favorecendo
as interagdes moleculares. Em alguns casos, pequenas quantidades de solventes
podem induzir a interacdo dos regentes durante a moagem. E um método considerado
simples, limpo e ecoldgico, por ndo fazer o uso de muitos solventes e equipamento,
com destaque para o bom desempenho em solubilidade dos produtos obtidos (Jug;
Mura, 2018).

No processo de irradiagdo por micro-ondas, € utilizado uma mistura de CD e
substancia hospede preparada em minima quantidade de solugdo etanol/agua, e



25

posteriormente submetida ao aquecimento em forno micro-ondas até a formagao de
um po. Para a eliminagao de residuos da molécula hospedeira, o sélido € lavado com
etanol (Jindal et al., 2022). O método de irradiagédo por micro-ondas sobressai em
comparagao com os outros métodos por promover rendimento elevado e reagao mais
rapida, bem como a auséncia de residuos de solventes, sendo econémico e
ambientalmente favoravel (Hernandez-Sanchez et al., 2017).

O método de spray-drying possui trés etapas: atomizagao da solugdo liquida,
secagem de goticulas por corrente de ar quente e separagao por corrente de ar das
particulas secas. Essa técnica se restringe a reagentes de matriz veicular dispersiveis
ou soluveis em agua, e é amplamente utilizada em aplicagdes industriais por
proporcionar alto rendimento e viabilidade de produgédo em larga escala (Watson; Lea;
Bett-Garber, 2017).

Um dos métodos recentes na sintese de complexos de inclusio ¢é a utilizagao
de um processador ultrassénico. Uma mistura da CD com a molécula hospede séo
homogeneizadas e depois submetidas a sonicacdo. A solugdo resultante é
posteriormente liofilizada para obtengao do complexo de incluséo (Li et al., 2015; Shen
et al., 2024). Essa técnica apresente como vantagens a redug¢ao do tempo reacional,
maior controle de reprodutibilidade e possibilidade de produgcédo em grande escala.

Conforme Jiang et al, (2019), o método de co-precipitacao se destaca por ser
simples e eficiente, sendo o mais utilizado na obtencdo de complexos de inclusao com
CDs. Nesse processo, a CD é dissolvida em agua, enquanto a substancia héspede &
previamente solubilizada em etanol. As solu¢des sdo misturadas sob agitagao e com
resfriamento dessa mistura, ocorre a cristalizagcdo e precipitacdo dos complexos

formados, posteriormente filtrados e secos para a separacao.

3.8 Métodos de caracterizagao quimica dos complexos de inclusao

Apoés sintese dos complexos de inclusao, se faz necessario a caracterizacao
da substéancia obtida, a fim de confirmar a formagéao do complexo e verificar se houve
melhorias nas propriedades fisico-quimicas dos compostos. A literatura apresenta
diversos métodos consolidados para essa finalidade, entre os quais se destacam:
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) (Williams III;

Mahaguna; Sriwongjanya, 1998), espectroscopia UV/VIS (HU et al., 2012), analise
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termogravimétrica (TGA) (Shen et al., 2024) e calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) (Wen et al., 2004).

O método de espectroscopia FT-IR, permite a analise e comparagao os
espectros dos compostos puros e do complexo de inclusdo. Busca avaliar a
intensidade e a forma das bandas de absorgao, possibilitando a identificagdo de
interagdes moleculares e indicando a formagao do complexo de inclusao (Williams lll;
Mahaguna; Sriwongjanya, 1998).

A espectroscopia UV/VIS fornece os espectros de absorbancia dos
compostos analisados, permitindo a comparacao entre as bandas dos componentes
individuais e do complexo. Alteragcbes nas bandas pode indicar a formacédo do
complexo de inclusdo, especialmente se observadas mudangas em picos
caracteristicos (Hu et al., 2012).

A analise termogravimétrica (TGA) é empregada na caracterizagdo de
materiais ao estudar o mecanismo e a cinética das reag¢des e determinar o conteudo
organico de uma amostra. TGA consiste no estudo das mudangas nas propriedades
fisicas e quimicas de compostos, estabelecendo relagcao entre temperatura/tempo e
perda de massa e/ou degradacao dos compostos. Durante a analise uma amostra do
produto é submetida a constantes aumentos de temperatura, estabelecendo uma
curva termogravimétrica para posterior analise (Zhu et al., 2014).

Os termogramas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC), por sua vez,
sao utilizados para medir as altera¢des de entalpia que ocorrem devido as transicoes
nas propriedades fisicas e quimicas de um material em fungao da temperatura ou do
tempo. Desta forma podendo analisar, por exemplo, temperaturas de fusdo, de
cristalizagdo e de decomposicédo. A andlise comparativa entre os termogramas do
composto de inclusdo e das substancias isoladas auxilia na confirmagao da formacao

do complexo, bem como na caracterizagao térmica do sistema (Wen et al., 2004).
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4 METODOLOGIA
4.1 Sintese do complexo de inclusao

Para a sintese do complexo de incluséo, foi utilizado a metodologia proposta
por Kringel et al. (2017), com modificacbes necessarias para adequagédo aos

reagentes e condigdes disponiveis. A metodologia utilizada é apresentada na Figura
3.

Figura 3 — Sintese do complexo BCD/EUG
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Fonte: Autoria Préopria (2025)

Para a formagdo do complexo de inclusdo, 2 mmol de (B-ciclodextrina (2,27 g)

foram diluidos em 50 mL de agua destilada em um erlenmeyer. Em seguida,

adicionaram-se 4 mmol de eugenol (0,62 mL) a solugao.

O sistema reacional foi montado utilizando um banho de 6leo posicionado

sobre uma chapa de aquecimento com agitagdo magnética, sendo o controle da
temperatura realizado com auxilio de um termémetro inserido no banho. A mistura foi
mantida sob aquecimento entre 45 e 50 °C, com agitacdo constante, durante 6 horas.

Posterior ao tempo estipulado, a solugao foi refrigerada durante 24 horas em
temperatura de aproximadamente 4 °C, para ocorrer a precipitacdo do complexo de
inclusdo. Apds este estagio a solugéo foi filtrada e lavada em duas etapas com 5 mL

de etanol. Por fim, o material foi seco em estufa a 60 °C, por 24 horas.
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4.2 Caracterizagao dos complexos sintetizados

A caracterizacdo dos complexos de inclusao obtidos foi realizada por meio
das seguintes técnicas analiticas: espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), espectroscopia UV-Vis, andlise termogravimétrica (TGA) e

calorimetria exploratéria diferencial (DSC).

4.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho foram conduzidos em um espectrémetro de
transformada de Fourier (FTIR) de modelo Spectrum 100 S/Frontier (PerkinElmer ®).
A medigbes foram realizadas na faixa espectral de 4000 a 600 cm™ e para garantir
uma boa relagéo sinal-ruido (S/R) e alta reprodutibilidade, os espectros foram obtidos
com resolucédo de 2 cm™. Todas as analises foram realizadas com acessorio ATR

(Reflectancia Total Atenuada).

4.2.2 Espectroscopia de UV-Vis

Para a obtencao dos espectros UV-Vis do complexo de inclusao sintetizado,
a analise foi realizada em um espectrofotdmetro PerkinEImer®, modelo Lambda 45.
As analises foram realizadas utilizando uma solugdo de 4 x 103 mmol de analito

diluido em 5 mL de etanol entre comprimentos de onda de 200 a 900 nm.

4.2.3 Andlise Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A andlise termogravimétrica (TGA) e de calorimetria diferencial de varredura
(DSC) foram realizas em um analisador térmico modelo STA6000/Frontier
(PerkinElmer®), com aproximadamente 5 mg da amostra adicionada em cadinho de
platina e taxa de aquecimento de 10 °C min-',dentro de um faixa de temperatura de
50 °C a 540°C.

4.3 Avaliacao da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de

sequestro do radical livre a, a-difenil-B-picrilhidrazil (DPPH) conforme descrito por
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Kedare e Singh (2011). O principio do método baseia-se na reducgéo do radical DPPH,
onde o elétron impar do atomo de nitrogénio do DPPH é reduzido a partir da ligagao
de um atomo de hidrogénio do agente antioxidante.

Foram preparadas cinco solugdes de diferentes concentragcbes para cada
agente antioxidante (EUG e BCD/EUG). A solugado inicial foi preparada na
concentragdo de 1 mmol L' em etanol, em sequéncia diluida conforme as

concentracdes especificadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Diluigdo das amostras DPPH

Concentracdao Volume da Solugao inicial (mL) Volume de etanol (mL)

1.0 mM 1,0 0,0
0.8 mM 0,8 0,2
0.6 mM 0,6 0,4
0.4 mM 0,4 0,6
0.2 mM 0,2 0,8

Fonte: Autoria Propria (2025)

Para cada diluigdo, uma aliquota de 0,3 mL foi adicionada a 3 mL de uma
solucdo 1 mmol L' de DPPH , sendo executadas os ensaios em duplicata.
Posteriormente, foi medida a absorbancia em espectrofotdmetro do modelo Helios
Alpha (ThermoSpectronic®), em comprimento de onda fixado em 515 nm.

Para a analise cinética , foi acompanhada as amostras de EUG e BCD/EUG
de concentragcdo 1.0 mM, medindo a absorbancia a 515 nm a cada 5 min, durante 130

min.

4.4 Preparagao do bolo

A formulagéo do bolo (Tabela 2) foi baseada na metodologia apresentada por
Kringel et al. (2020), com algumas modificacbes. Para a avaliagdo da atividade
conservante e da presenca de bolores, foram produzidas cinco formulagdes de bolo,
contendo diferentes concentragdes molares de aditivo natural, calculadas por 100 g
de farinha de trigo. As formulagbes foram as seguintes: Branco (sem aditivo),
BCD/EUG 1 mol (contendo 1 mol de complexo de inclusdo BCD/EUG), BCD/EUG 2
mol (contendo 2 mol de complexo de inclusdo BCD/EUG), EUG 1 mol (contendo 1 mol

de eugenol livre) e EUG 2 mol (contendo 2 mol de eugenol livre).
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Tabela 2 — Receita do bolo

Ingredientes Quantidade
Manteiga 3049
Acgucar 300¢
Ovo 80 g
Leite integral 480 mL
Farinha de trigo 400 g
Fermento quimico 2049

Fonte: Autoria Prépria (2025)

Para preparar os bolos, os ovos e agucar foram misturados por 1 minuto
usando uma batedeira convencional. Em seguida, adicionaram-se o leite € a manteiga
a mistura aerada. Os ingredientes secos foram previamente peneirados e
homogeneizados. A massa base total foi dividida em cinco partes de 150 g, nas quais
foram incorporados os aditivos em concentragbes especificadas anteriormente.
Finalizando com a incorporagao do fermento quimico e misturado por 30 segundos.

Cada parte de massa foi dividida em 30g em formas pequenas de papel e
assadas em forno elétrico pré-aquecido por 20 minutos a 180 °C. Apds estarem
completamente assados, os bolos foram mantidos por 2 horas a temperatura ambiente
para resfriamento, retirados das respectivas formas e acondicionados em pacotes
herméticos de polietileno. Os bolos foram armazenados a temperatura ambiente,
monitorados a cada 24 horas e feito registros fotograficos periddicos para avaliagao

visual da conservacao.

4.5 Avaliacao da atividade antifungica

Para a determinacdo da atividade antifungica, amostras de bolo foram
coletadas nos tempos 0, 11, 13, 15 e 17 dias, dado que foi identificado um sinal de
crescimento de bolores no tempo 11. A técnica seguida para a avaliagéo da atividade
antimicrobiana foi conforme Silva et al. (2017), processo que o0s bolos, com
aproximadamente 25 g, foram macerados e homogeneizados em 225 mL de agua
peptonada estéril a 0,1%, na proporcdo de 1:10. A partir dessa diluicdo, foram
preparadas diluicbes seriadas em mesmo solvente, e aliquotas de 1 mL destas
diluicdes foram inoculadas, em duplicata, em meio Agar Batata Dextrose (PDA),
acidificado na equivaléncia de 1:100 com acido tartarico 10% - com intuito de inibir o

crescimento de bactérias.
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As placas foram incubadas a 21 °C por um periodo de 4 a 7 dias, com posterior
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC) de bolores e leveduras. Os
resultados foram registrados para comparagdo entre os diferentes tratamentos,
permitindo a avaliagdo da eficacia antifungica do eugenol livre e do complexo de
inclusdo BCD/EUG.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequir, serdo expostos e discutidos os resultados registrados para a sintese,
caracterizagao e avaliagao dos potenciais antioxidantes e conservantes do complexo
de inclusdo BCD/EUG, com base nas analises fisico-quimicas e nos testes aplicados
em um produto de panificagdo. As informagdes aqui apresentadas visam verificar a
eficacia do complexo frente ao composto livre e sua viabilidade como aditivo natural.

5.1 Sintese do complexo BCD/EUG

Para a sintese do complexo de inclusdo, 2 mmol de B-ciclodextrina foram
diluidos em 50 mL de agua destilada em um erlenmeyer, e acrescentado a esta
solugdo 4 mmol de eugenol, mantendo a proporgao 1:2 a fim de favorecer a formagéao
do complexo.

Posteriormente foi a mistura foi submetida a aquecimento em banho de 6leo
com agitagao magnética, mantendo-se a temperatura média de 45°C por um periodo
de 6 horas. Em seguida, a solugédo foi acondicionada sob refrigeracdo durante 24
horas em temperatura aproximada de 4 °C, observando ao final do periodo, a
presenca de um solido precipitado.

Logo o conteudo do erlenmeyer passou por filtragao simples, com lavagem
em duas etapas utilizando 5 mL de etanol 70% em cada lavagem. O sdélido obtido foi
seco em estufa a 60°C por 24 horas para remog¢ao de solventes e umidade residual.

As etapas finais da sintese estdo documentadas na Figura 4.

Figura 4 - Etapas finais da sintese do complexo
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Fonte: Autoria Propria (2025)
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Consecutiva a finalizagao da secagem, o material sélido, de coloragéo branca
e odor caracteristico, foi pesado, obtendo uma massa de 1,97 g. O rendimento da
reacao foi estimado em aproximadamente 76%, indicando uma boa eficiéncia na

formacéo do complexo BCD/EUG.

5.2 Caracterizagao do complexo BCD/EUG
5.2.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) € uma
técnica analitica amplamente utilizada para identificagdo de grupos funcionais e
analise de interagdes moleculares. Seu principio consiste na absor¢ao da radiagcéao
infravermelha pelas moléculas da amostra, induzindo transi¢des vibracionais
especificas, que resultam um espectro caracteristico de cada substancia (Stuart,
2004).

Os espectros de FTIR obtidos para a p-ciclodextrina (BCD), eugenol (EUG) e
complexo de inclusdo BCD/EUG, apresentam perfis distintos, como mostra a Figura
5.

Figura 5 — Espectro infravermelho de BCD, EUG E BCD/EUG
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Na regido entre 3000 e 3600 cm™, observa-se uma banda larga no espectro
da BCD, atribuida ao estiramento das ligagdes O—H, em funcdo da presenga de
multiplos grupos hidroxila na sua estrutura (Zhan et al., 2008; Cannava et al., 2008).
No espectro do complexo BCD/EUG, essa banda apresenta um leve alargamento e
deslocamento, indicando a ocorréncia de interagdes por ligagdes de hidrogénio entre
o EUG e a BCD.

Na faixa de 2800 a 3000 cm', o espectro do eugenol exibe bandas
caracteristicas do estiramento C—H de cadeias alquila e aromaticas. No entanto, no
espectro do complexo, essas bandas aparecem com menor intensidade e mais
suavizadas, o que sugere o encapsulamento do EUG na cavidade da BCD. Além
disso, uma faixa entre 1650 e 1250 cm’', com banda bem definida em
aproximadamente 1512 cm™', caracteristica ao estiramento do anel aromatico do EUG,
mantém-se presente no espectro do complexo, porém com reducao de intensidade e
um leve deslocamento de posicdo, evidenciando a interacdo do EUG com a BCD
(Yang; Song, 2005; Kayaci et al., 2013; Celebioglu; Yildiz; Uyar, 2017).

Na regido de 1000 a 1200 cm, sdo verificadas bandas atribuidas as
vibragbes C-O—-C da estrutura glicosidica da BCD. No espectro do complexo, essas
bandas apresentam apenas pequenas variagdes de intensidade e posigao, sugerindo
que as interagdes principais ocorreram preferencialmente nas regides de hidroxilas,
sem provocar alteragdes significativas nas ligacbes C—C ou C-O-C da estrutura da
BCD, conforme apresenta Wang et al. (2011) e Celebioglu e Uyar (2021).

De modo geral, as mudangas observadas nas bandas caracteristicas de
ambos os compostos indicam que houve a formagdao de um complexo de inclusao,

resultado de interagdes intermoleculares entre o EUG e a cavidade da B-ciclodextrina.

5.2.2 Espectroscopia de UV-Vis

A espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) é uma técnica
baseada na absorgao de radiagao eletromagnética por moléculas que contém elétrons
T ou pares de elétrons n&o ligantes. Essa absor¢cdo promove transicoes eletrénicas
entre orbitais moleculares, especialmente do tipo m—m* ou n—1*, fornecendo
informacdes sobre a estrutura eletrbnica dos compostos e suas interacdes

moleculares (Kemelbekov et al., 2011).
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Os espectros UV-Vis obtidos e expostos na Figura 6, evidencia diferencas
claras entre amostras de BCD, EUG puro e o complexo BCD/EUG. Conforme
esperado, a 3-ciclodextrina, apresentou baixissima absorgéo na regido de 200 a 400
nm, uma vez que sua estrutura ndo contém anéis aromaticos e elétrons 1 (ligagbes

duplas) que podem absorver energia UV (Kim, 2020).

Figura 6 — Espectro UV-Vis de BCD, EUG E BCD/EUG
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Fonte: Autoria Préopria (2025)

Por outro lado, o espectro do EUG exibiu dois picos de absorgcdo bem
definidos entre 220 e 230 nm e 270 e 280 nm, atribuidos as transicoes eletrdnicas
TT—TT* caracteristicos ao sistema aromatico e dos grupos fendlicos presente na
estrutura da molécula, também observadas por Piletti (2016).

No caso do complexo BCD/EUG, observam-se os mesmos picos de absorgao
caracteristicos do eugenol, porém com redugao significativa na intensidade de
absorbancia e pequenos deslocamentos em relacdo ao espectro do EUG puro. Os
deslocamentos ipsocrdmico (para menores comprimentos de onda, préximo a 230 nm)

e batocrédmico (para maiores comprimentos de onda, proximo a 280 nm) indicam que
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a molécula de eugenol sofreu alteragbes em seu ambiente eletrénico devido a
formacao do complexo de inclusdo com a BCD.

Tais alteracbes sdo consistentes com o encapsulamento parcial do EUG
dentro da cavidade hidrofébica da [B-ciclodextrina. A redug¢do na intensidade de
absorgao pode ser atribuida a diminuicdo da liberdade rotacional e vibracional da
molécula héspede, conforme observado por Stancanelli et al. (2008). Portanto, os
resultados obtidos pela espectroscopia UV-Vis corroboram os dados de FTIR e

confirmam a formagéo do complexo de inclusédo entre o eugenol e a 3-ciclodextrina.

5.2.3 Analise termogravimétrica (TGA)

A anadlise termogravimétrica (TGA) €& uma técnica utilizada para o
acompanhamento das variagdes na massa de uma amostra, em fungao da elevacéao
de temperatura. Com isso, esta analise é essencial para a obteng¢ao de dados sobre
a estabilidade térmica, degradagdo e composi¢cao dos produtos analisados (Denari;

Cavalheiro, 2012). Na Figura 7 é apresentado o termograma de TGA.

Figura 7 — Termograma TGA de BCD, EUG E BCD/EUG
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O comportamento térmico da BCD no termograma de TGA revelou uma etapa
inicial de perda de massa, atribuida a eliminagdo de agua adsorvida, proveniente da
estrutura hidrofilica rica em grupos hidroxila, ocorrendo até a temperatura de 118 °C.
No intervalo de 119 a 270 °C, ndo foram observadas variagdes significativas na
massa, indicando uma boa estabilidade térmica da BCD nessa faixa de temperatura.
A degradacao térmica da BCD na fase sdlida teve inicio a partir de 320 °C. Mura et al
(2015) reportaram a decomposicdo dos macrociclos entre 300°C e 375°C,
caracterizando a etapa final do processo.

A perda de massa do eugenol puro foi observada na faixa de 80 a 220 °C,
condizente com sua volatizagdo progressiva, indicando baixa estabilidade térmica
(Piletti et al., 2017). Assim, quando exposto a processos que envolvem temperaturas
superiores a 80 °C, o eugenol tende a volatilizar rapidamente.

O perfil térmico do complexo BCD/EUG apresentou trés etapas distintas de
perda de massa. A primeira, na faixa de 71 a 105 °C, foi atribuida a liberagao da agua
residual do processo de sintese do complexo, comportamento similar aos resultados
da BCD em sua forma pura. A segunda, entre 150 e 250 °C, correspondeu a
eliminagao do eugenol, acompanhada do colapso parcial da estrutura supramolecular
do complexo. Por fim, a terceira etapa, iniciada a partir de 310 °C e estendendo-se até
350 °C, refere-se a decomposicao térmica da estrutura da [-ciclodextrina, em
concordancia com os resultados reportados por Wang et al. (2011).

Portanto, a analise térmica evidencia que as moléculas de [(-ciclodextrina
apresentam maior resisténcia térmica em comparagido as de eugenol, sendo
potencialmente favoravel como agente encapsulante para a prote¢cao deste composto.
A boa interacdo no complexo BCD/EUG contribui para evitar a volatilizacdo precoce
do eugenol, cuja alta volatilidade em temperatura ambiente & reduzida pelo
encapsulamento na cavidade da [B-ciclodextrina, promovendo maior estabilidade

térmica (Woranuch; Yoksan, 2013).

5.2.4 Analise por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) € uma técnica que permite a
identificacdo de transicbes endotérmicas e exotérmicas, como fusao, cristalizacao e
decomposicao, além de mudangas na capacidade calorifica. As analises de DSC
fornecem informacgdes qualitativas e quantitativas em fungao da temperatura e do
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tempo, revelando o comportamento térmico das substancias envolvidas (Verdonck;

Schaap; Thomas, 1999). A Figura 8 apresenta os termogramas obtidos para cada

uma das amostras.

Figura 8 — Termograma DSC de BCD, EUG E BCD/EUG
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termograma DSC da BCD apresentou um pico endotérmico amplo abaixo de 100 °C,

relacionado a energia térmica requerida para a volatilizagdo das moléculas de agua

adsorvidas na estrutura da [(-ciclodextrina. Ocorrendo a presenca de um pico

endotérmico, identificado em torno de 250 °C, corresponde ao inicio da decomposicao

térmica do material, associada a ruptura das ligagdes (Burgos; Okio; Sinisterra, 2012).

No termograma de DSC, o EUG apresentou um pico endotérmico iniciando

em 193 °C e um pico exotérmico a 220 °C, correspondente ao inicio do seu ponto de

ebulicdo. Para o complexo BCD/EUG, o pico endotérmico observado entre 100 °C e

120 °C indica a liberacao da agua residual presente na estrutura da B-ciclodextrina.

Em seguida, ocorre uma transicdo endotérmica mais suave, entre 250 °C e 300 °C,
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que pode estar relacionada a liberagédo gradual do eugenol encapsulado, refletindo a
protecao térmica oferecida pela BCD. Por fim, um pico exotérmico mais intenso,
registrado entre 340 °C e 350 °C, marca a degradacédo da estrutura da 3-ciclodextrina,

agora influenciada pela presenga do eugenol (Choi et al., 2009).

5.3 Caracterizagao da atividade antioxidante

O eugenol é um composto fendlico cuja atividade antioxidante ocorre pela
transferéncia de um atomo de hidrogénio do grupo fendlico para o radical livre. A
aromaticidade presente no eugenol ajuda a estabilizar o radical formado, em razéo de
sua estrutura conjugada, o que contribui para aumentar a eficiéncia antioxidante dessa
molécula (Bezerra et al., 2017).

A atividade antioxidante do eugenol (EUG) e do complexo -
ciclodextrina/eugenol (BCD/EUG) foi avaliada em diferentes concentra¢des, variando
de 200 a 1000 uyM. O método utilizado foi o sequestro do radical livre DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil), amplamente empregado para medir a capacidade antioxidante
de compostos. Para comparacgao, foi incluida uma amostra controle (padrao negativo),
contendo apenas a solugdo de DPPH, cuja absorbancia foi de 0,941 nm. A partir das
leituras de absorbancia das amostras testadas (Abssamp) € da amostra controle
(Absnc), foi calculada a porcentagem de inibicdo do radical DPPH (%DPPHsca) de

acordo com a Equacgao 1.

Equacido 1: Calculo da inibi¢gao do radical DPPH
] «100 (1)

%DPPHq., = [A—”Ssamv‘“s”c

AbSnc

A partir da absorbancia das amostras, do padrdao negativo foi calculado a
porcentagem de inibicdo do radical DPPH pela amostra, utilizando a Equacédo 1. Em
sequéncia é construida a curva de inibicdo em fung¢ao da concentragao das amostras
e calculado o RICso, sendo definida como concentragao necessaria para reduzir 50%
dos radicais DPPH ( Zhang et al., 2017; De Menezes et al., 2021).

Para a determinacao do valor de RICsp, foi utilizada a equacao da reta gerada
pela regressao linear dos dados de %DPPHsca em fungdo da concentragdo da
amostra, como apresentado na Figura 9 para os dados do EUG. Apds a aplicagéo da
equacéo da reta (reta (y = 0,063x + 17,156; R2 = 0,9278), obteve um RICso de 521,3
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MM, resultado que indica a concentragdo necessaria para eliminar 50% dos radicais

livre do DPPH. Conforme trata Mastelic et al. (2008), o EUG possui proporgéo de

reducdo do DPPH de 1:1.

Figura 9 — Absorbancias da analise de DPPH da amostra de EUG
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Fonte: Autoria prépria (2025)

Comparativamente ao eugenol livre, o complexo BCD/EUG demonstrou a

preservagao da atividade antioxidante (Figura 10), apos a aplicagéo da equagao da
reta (y = 0,0556x + 26,902; R? = 0,9533) resultou em um valor de RICso de 498 uM

para a reducao de metade dos radicais livre do DPPH. A encapsulacdo do EUG em

B/CD apresentou estabilidade na eficiéncia antioxidante, em relagéo ao eugenol livre.
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Figura 10 — Absorbancias da analise de DPPH da amostra de BCD/EUG
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A sutil diferenga entre as concentracdes minimas de redugcdo pode ser
atribuida a maior solubilidade conferida pela BCD, facilitando a dispersédo do eugenol
no meio reacional. Além disso, o encapsulamento oferece protegcao contra degradacgao
e volatilizagao, preservando a capacidade do composto de neutralizar radicais livres.

A Figura 11 apresenta a curva cinética do percentual de sequestro do radical
DPPH (%DPPHsca) em fungéo do tempo, obtida através de medigdo em comprimento
de onda 515 nm a cada 5 minutos, por 130 minutos, comparando a atividade

antioxidante do EUG e do complexo BCD/EUG na concentragcéo 1 uM.
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Figura 11 — Curva cinética do %DPPHs.. de BCD/EUG e EUG

70 - °
o *®
. .
™
o ®
60 — ° ® ® m [ ] L
® m
i ° n
a a " .
® ]
g 50 ° "
]
) e n
I 1 [ ] [ ]
(o ° [ ]
o A0 - [ |
99 ® m
o i . .
[ |
30 + 0 [ |
e . .
20 — - m RCD/EUG
® EUG
|
1 K 1 K 1 ! 1 v 1 ' I '
20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Fonte: Autoria Propria (2025)

Observou-se que ambas as amostras apresentaram perfis cinéticos bastante
semelhantes ao longo do tempo. O percentual de sequestro do radical DPPH aumenta
rapidamente nos primeiros minutos e tende a estabilizar apos cerca de 100 minutos
para ambos os sistemas. Os valores obtidos para o complexo BCD/EUG sao
ligeiramente inferiores aos observados para o eugenol livre, mas essa pequena
diferenca observada pode ser por variagbes no experimento realizados em cada
amostra. Esses resultados indicam que o encapsulamento do eugenol na B-
ciclodextrina n&o alterou a cinética de ac&o antioxidante. Isso sugere que o eugenol,
mesmo quando encapsulado, mantém uma boa disponibilidade para reagir com o0s
radicais livres DPPH no meio reacional, apresentando cinética de ac¢ao similar ao
composto livre.

Em resumo, os dados obtidos demonstram que a complexagcéo do eugenol
com B-ciclodextrina nao interferiu sua atividade antioxidante do EUG. No trabalho
realizado por Ferreira et al. (2013) foi observado o fato de que os complexo de inclusdo

de BCD possuiam mais atividade antioxidante do que os 6leos essenciais em sua
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forma livre, entretanto neste trabalho foi verificado que n&o houve alteragéo

significativa de RICs0, mantendo a propor¢ao 1:1.

5.4 Produgao do bolo

Para a producao das formulacdes foi utilizada uma massa base com ovos,
agucar, manteiga, leite, ovo, farinha de trigo e fermento. Apds o preparo da massa, foi
dividida em cinco por¢des de 150 g em recipientes diferentes, e incorporados os
aditivos, em respectiva quantidade conforme calculado as concentragdes partir de
100g de farinha de trigo. As formulagbes seguiram as seguintes quantidades:
BRANCO (sem aditivo), EUG 1 mol (0,075 g de eugenol), EUG 1 mol (0,15 g de
eugenol), BCD/EUG 1 mol (0,6 g de complexo) e BCD/EUG 2 mol (1,19 g de
complexo). Os bolos foram assados em porgdes individuais de 30 g por 20 minutos a
180 °C, resfriados em temperatura ambiente, embalados hermeticamente e

armazenados a temperatura ambiente.

5.5 Avaliagao visual do potencial antifungico

Inicialmente foi realizado o acompanhamento qualitativo da agéo antifungica
das diferentes formulagdes contendo eugenol, em sua forma pura ou complexado com
BCD, em bolos armazenados por um periodo de 17 dias. Conforme documentado na

Figura 12.
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Figura 12 — Acompanhamento visual do crescimento fiingicos nos bolos
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Observa-se que o grupo controle (BRANCO), sem aditivos, apresentou
crescimento fungico visivel no 11° dia, com progressao intensa até o 17° dia,
evidenciando alta suscetibilidade a deterioracdo microbiana, diferente das demais
amostras tratadas com eugenol puro.

Em contrapartida, o bolo contendo o complexo BCD/EUG a 1 mol demonstrou
retardamento no aparecimento de fungos, com inicio de contaminacao visivel a partir
do tempo 13 dias. Logo, a formulagdo com BCD/EUG a 2 mols foi eficaz em inibir o
crescimento fungico até 15 dias de avaliagdo, momento em que foi perceptivel a
presenca de focos de crescimento de bolor. De forma semelhante, os bolos tratados
com eugenol puro, tanto na concentragdo de 1 mol quanto de 2 mols, apresentaram

sinais visiveis de contaminagao fungica ao 15° dia de observacgao.
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Esses resultados sugerem que o complexo BCD/EUG em concentragao de 2
mols a cada 100 g de farinha é capaz de retardar em 4 dias o surgimento de colénias

visiveis de bolores, sendo um aditivo natural promissor para atividade antifungica.

5.6 Avaliagao microbiolégica dos bolos

A atividade antifungica foi avaliada apdés armazenamento em temperatura
ambiente por até 17 dias. Em intervalos determinados ( 0,11, 13, 15 e 17 dias), as
amostras foram coletadas, diluidas em agua peptonada tamponada 0,1 % e semeadas
em meio de cultura para o crescimento de fungos. Apds o periodo de incubagao, foi
realizada a contagem das coldnias e o calculo das unidades formadoras de coldnia

(UFC) por grama de amostra exposto na Tabela 3.

Tabela 3 - Contagem de bolores e leveduras (UFC/g) das amostras de bolos

Tempo Branco BCD/EUG BCD/EUG EUG EUG
(dias) (1 mol) (2 mol) (1 mol) (2 mol)
11 <10’ 8,6 x 102 <10’ <10’ <10’
13 <10’ 7,5 x10* <10’ <10’ <10’
15 8,4x10" 5,75x 104 <10’ <10’ 1,5x10°
17 49x10% 3,9x108 <10’ 1,22 x 10° 2,58 x 10*

Fonte: Autoria Prépria (2025)

O objetivo do experimento foi analisar a eficacia antimicrobiana do eugenol na
forma livre e complexado, nas concentragdes de 1 e 2 mols. A formulagao utilizada na
producao das amostras foi definida a partir de testes preliminares, visando garantir a
padronizacao e a reprodutibilidade dos resultados. Todas as amostras foram
produzidas seguindo os mesmos procedimentos, cuidados e condigdes de
manipulacdo e embalagem.

Nos primeiros 11 dias de armazenamento, todos os tratamentos, com exceg¢ao
do BCD/EUG 1 mol, apresentaram contagens de bolores e leveduras inferiores a 10’
UFC/g, indicando excelente atividade antifungica inicial. A presenga de contaminagao
no bolo adicionado de BCD/EUG 1 mol (8,6x10%2 UFC/g), sugere uma possivel
liberagdo inicial do composto bioativo a partir do complexo de inclusdo ou a
contaminagao da amostra pelo ambiente em que ficou exposta antes da embalagem

(2 horas apos retirada do forno).



46

Em analise ao processo realizado, verificou-se que na divisdo das massas,
nao foram utilizados os mesmos utensilios em todas as formulagdes, ou seja, néo se
pode descartar a possibilidade de contaminagao externa, especialmente por fungos
presentes no ambiente, materiais e meterias primas. Fato observado por Morassi et
al. (2018), visto que em sua pesquisa apresentou contagens fungicas em farinha de
trigo e no ar do ambiente de processamento chegando a 2,56 log UFC/m3, destacando
também que a contaminacdo pods-assamento € preocupante e requer o
desenvolvimento de estratégias eficazes para garantir a estabilidade microbiologica,
podendo ser através de formulagdes inovadoras.

Aos 13 e 15 dias de armazenamento, observou-se um aumento na contagem
de bolores e leveduras para o BCD/EUG 1 mol, chegando a 7,5x10* UFC/g e
5,75 x 10* UFC/g, respectivamente. Ja o tratamento com EUG 2 mol apresentou
contagem de 1,5x 10° UFC/g no tempo 15 dias de armazenamento, superior a amostra
controle, um indicativo de perda progressiva da eficacia antimicrobiana, possivelmente
relacionada a degradacao ou volatilizagao do eugenol e a saturagéo do sistema frente
ao crescimento microbiano. No 17° dia, todas as amostras exibiram crescimento
microbiano acentuado, chegando a 3,9 x10% UFC/g no tratamento BCD/EUG 1 mol e
4,9 x10°UFC/g no grupo controle. Embora o tratamento com EUG 2 mol tenha
apresentado contagem relativamente menor (2,58 x 10* UFC/g), esse valor ainda
representa uma perda significativa da acao antifungica.

Porém, destaca-se que para BCD/EUG 2 mol, nio foi detectado crescimento
para nenhum dos tempos analisados, nas condigcbes em que a analise foi realizada,
apesar de ter sido observada a presenga de uma colénia de bolor em um dos bolos.
Isto sugere que o meio usado, o agar batata dextrose (PDA), pode nao ter sido
adequado para o desenvolvimento dos bolores e leveduras porque nem todos os
géneros fungicos tém boa adaptagdo ao amido da batata como fonte de carbono
(Weststeijn; Okafor, 1971).

De maneira geral, os resultados sugerem que o0 eugenol exerce agao
antimicrobiana eficaz nas fases iniciais, especialmente na forma livre, mas seu efeito
diminui ao longo do tempo, possivelmente devido a sua instabilidade térmica e alta
volatilidade (Alabrahim et al., 2024).

Esses achados corroboram estudos anteriores que relatam a eficacia inicial

do eugenol como agente antimicrobiano, mas também apontam limitagdes quanto a
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sua estabilidade e durabilidade de ag¢ao (Ribeiro-Santos et al., 2017; Hyldgaard;
Mygind; Meyer, 2012).

O estudo de compostos naturais com atividade antimicrobiana tem ganhado
destaque, principalmente pela necessidade de encontrar alternativas mais seguras e
eficazes diante do aumento da resisténcia microbiana (Burt, 2004).

A complexagdo com [-ciclodextrina mostrou um mecanismo de liberagao
prolongada do eugenol, conferindo maior estabilidade e agdo duradoura, conforme
relatado em estudos com inclusdo molecular e liberagao controlada. Estudos como o
de Seo et al. (2010) demonstram que a encapsulagdo de eugenol em BCD promove
liberacdo gradual e reduz volatilizacdo, com eficiéncia de retencdo de até
aproximadamente 90 % ap6és liofilizagao.

As moléculas de B-ciclodextrina, por possuirem caracteristicas hidrofilicas,
favoreceram a solubilizagdo do eugenol em meio aquoso, o que contribuiu para a
potencializagdo de seu efeito antimicrobiano (Hill et al., 2013). A complexagdo com
BCD e EUG se mostrou promissora, mas com possibilidades de otimizagao para

garantir um perfil de liberagdo mais eficaz e continuo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos nesta pesquisa demonstraram que a sintese do
complexo de inclusdgo BCD/EUG foi bem-sucedida, alcangando um rendimento
reacional de 76% por meio da metodologia de co-precipitacdo. A caracterizagao
confirmou a formagédo do complexo, e a analise antioxidante revelou que o eugenol,
mesmo complexado, manteve o potencial antioxidante da molécula livre. Mostrando
que as propriedades do eugenol sdo preservadas com a complexacao. Na aplicagao
pratica em cupcakes, observou-se que a adigdao do complexo em concentragao de 2
mols por 100 g de farinha foi eficaz em retardar o crescimento visivel de bolores por
até 4 dias, além de inibir o crescimento fungico por até 17 dias, conforme evidenciado
nas analises microbiologicas.

A interpretacao desses resultados indica que a complexagao do eugenol com
B-ciclodextrina proporciona maior estabilidade e prolonga a acgédo antifungica e
antioxidante do ativo, devido a capacidade da BCD de reduzir a volatizagao e melhorar
a solubilidade do eugenol na matriz alimentar. Esse comportamento potencializa o
desempenho do eugenol como conservante natural em produtos de confeitaria, sem
comprometer sua atividade funcional.

Dessa forma, o presente trabalho contribui para a area de desenvolvimento
de aditivos alimentares naturais, apresentando uma alternativa viavel e de facil
aplicacao para substituir conservantes sintéticos em produtos de panificagdo. Além
disso, os resultados obtidos servem como base inicial para futuras pesquisas que
possam aprimorar a formulagao, otimizar as condicdes de uso e ampliar o espectro

de aplicacdo do complexo BCD/EUG no setor alimenticio.
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