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Resumo

JANSEN-ALVES, Cristina. Microencapsulacdo de propolis utilizando matrizes
proteicas para aplicagcdo como ingrediente funcional em alimentos. 2018. 132 f.
Tese (Doutorado) — Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A prépolis apresenta propriedades benéficas a saude que séo atribuidas a presenca
de compostos fendlicos, porém, devido ao forte sabor e odor e a baixa solubilidade
em agua, sua aplicacdo em alimentos € limitada. A técnica de encapsulacéo protege
0S compostos bioativos da degradacdo, além de tornar possivel sua liberacdo sob
condi¢Bes especificas e aumentar a sua solubilidade. Esta técnica tem sido utilizada
para minimizar as caracteristicas indesejaveis da propolis e facilitar sua aplicacédo
em produtos variados, mantendo sua atividade biologica. Com isto, este estudo teve
como objetivo microencapsular extrato de propolis (EP) utilizando como material de
parede as proteinas do arroz, da ervilha, da soja e da ovoalbumina, com a técnica
de spray drying, para aplicacdo das microparticulas em alimentos. No capitulo | o EP
foi caracterizado quanto aos compostos fendlicos e a capacidade antioxidante. As
microparticulas de EP produzidas foram caracterizadas quanto a eficiéncia,
capacidade antioxidante, morfologia, comportamento térmico, grupos funcionais,
cristalinidade, rendimento, propriedades fisicas, além de ser avaliada a digestédo
gastrointestinal in vitro apds a aplicacdo das microparticulas em pudim e queijo
minas Frescal. O EP apresentou alta concentracdo de apigenina e luteolina, e as
microparticulas apresentaram eficiéncia de encapsulacdo superior a 70%. A
atividade antioxidante da propolis foi mantida nas microparticulas. As técnicas de
DSC, ATR-FTIR e difragcdo de Raios-X confirmaram a encapsulagdo. As
microparticulas variaram em forma, tamanho e caracteristicas fisicas, podendo
serem armazenadas em um ambiente de baixa umidade. No queijo a microparticula
de proteina concentrada de ervilha (PCE) demonstrou os melhores resultados na
liberacdo gastrointestinal, uma vez que apresentou maior liberacdo no intestino,
engquanto que as outras microparticulas poderiam ser utilizadas para producdo de
pudim. No capitulo Il foi utilizado como material de parede a PCE, a qual apresentou
os melhores resultados no primeiro estudo, e por isso foi utilizada para continuacéo
do trabalho. Microparticulas foram produzidas pelo método de spray drying utilizando
diferentes concentracdes de EP e de PCE como material de parede. Apds, realizou-
se a caracterizacdo e a avaliagdo das atividades antioxidante e antimicrobiana das
microparticulas produzidas. A melhor concentracéo de EP foi de 5% (p/v) e de PCE
foi de 2% (p/v), por apresentar a maior eficiéncia de encapsulagdo, maior atividade
antioxidante e melhor rendimento. O aumento na concentracdo do EP e da PCE nas
microparticulas nao influenciou na morfologia das microparticulas, as quais
apresentaram superficie arredondada com dobras e concavidades. O ATR-FTIR e a
difracdo de Raios-X confirmaram a encapsulacdo do EP e demonstraram que a
microencapsulagéo possibilitou uma prote¢cdo do EP. O EP apresentou atividade
antimicrobiana frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e as
microparticulas com 2% de PCE, e com 2,5% e 5% de EP apresentaram efeito
bacteriostatico e bactericida contra Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes. No capitulo Ill, o uso de proteina concentrada de ervilha (PCE) em
diferentes concentragcfes para a microencapsulacéao de EP foi analisado, juntamente
com as propriedades fisicas, morfolégicas e de estabilidade térmica das
microparticulas. Além disso, as microparticulas com maior eficiéncia de
encapsulacdo foram incorporadas em bolo, o qual foi avaliado em diversos



parametros sensoriais. Das trés formulacdes testadas usando diferentes
concentracbes de PCE, as microparticulas com PCE 2% apresentaram a maior
eficiéncia de encapsulacdo e maior estabilidade térmica em relacdo ao EP puro.
Apesar do spray drying ter causado reducdo no total de compostos fendlicos
analisados, a atividade antioxidante das microparticulas ndo foi afetada. Porém,
ocorreu reducdo no teor de compostos fendlicos e na atividade antioxidante das
microparticulas apés o forneamento. A formulacdo PCE 2% foi adicionada na
elaboracado de bolo, sendo que as caracteristicas de cor, sabor, odor e textura deste
foram semelhantes as do bolo controle.

Palavras-chave: extrato de prépolis; atividade antioxidante; atividade
antimicrobiana; compostos fendlicos; spray drying; aplicacdo em alimentos;
proteinas.



Abstract

JANSEN-ALVES, Cristina. Microencapsulation of propolis uses protein matrices
for application as a functional ingredient in foods. 2018. 132 f. Thesis (Doctorate)
— Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Propolis has health benefits that are attributed to the presence of phenolic
compounds, but due to its strong taste and odor and low solubility in water, its
application in food is limited. The encapsulation technique protects the bioactive
compounds from degradation, in addition makes possible their release under specific
conditions and increase their solubility. This technique was used to minimize the
undesirable properties of propolis and its application in varied products, maintaining
its biological activities. This study aimed at microencapsulate extract of propolis (PE)
using as wall material rice, pea, soybean and egg albumin proteins, with a spray-
drying technique, intending apply the microparticles in foods. In Chapter | the EP was
characterized for the phenolic compounds and antioxidant capacity. The
microparticles of EP produced were characterized in terms of efficiency, antioxidant
capacity, morphology, thermal behavior, functional groups, crystal, yield and physical
properties, and the gastrointestinal digestion was evaluated in vitro after application
of the microparticles in pudding and cheese mines Frescal. The EP presented high
concentration of apigenin and luteolin, and the microparticles presented
encapsulation efficiency superior to 70%. The antioxidant activity of propolis was
maintained in the microparticles. The DSC, ATR-FTIR and X-ray diffraction
techniques confirmed the encapsulation. As the microparticles varied in shapes,
equipment and physical characteristics, they could be stored in a low-unit
environment. The microparticle of concentrated protein of pea (PCE) demonstrated
the best results in the gastrointestinal release when it was incorpored in cheese,
since they present a greater liberation without intestine, whereas like other
microparticles would be for pudding production. In chapter Il it was used as wall
material PCE, which one presented the best results in the preliminary study (chapter
[). Microparticles were produced by the spray-drying method, using different
concentrations of EP and PCE as the wall material. Afterwards, it were characterized
and evaluated the antioxidant and antimicrobial activities of the microparticles
produced. The best EP concentration was 5% (w / v) and PCE was 2% (w / v), due to
its higher encapsulation efficiency, higher antioxidant activity and better yield. The
increase in the concentration of PE and PCE in the microparticles did not influence
the morphology of the micropatrticles, as they presented a rounded surface with folds
and concavities. ATR-FTIR and an X-ray diffraction confirmed encapsulation of PE
and demonstrated that a microencapsulation protected the EP. The EP presented
antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, and as
microparticles with 2% PCE and with 2.5% and 5% of EP presented bacteriostatic
and bactericidal effect against Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes.
In Chapter lll, the use of concentrated pea protein (PCE) at different concentrations
for microencapsulation of PE was analyzed, along with the physical, morphological
and thermal stability properties of the microparticles. In addition, microparticles with
higher encapsulation efficiency were incorporated in cake, which was evaluated in
several sensory parameters. Of the three formulations tested using different
concentrations of PCE, the microparticles with PCE 2% presented higher
encapsulation efficiency and greater thermal stability over pure EP. Despite spray



drying caused reduction of phenolic compounds content, the antioxidant activity of
the microparticles was not affected. However, there was a reduction in the content of
phenolic compounds and in the antioxidant activity of the microparticles after cooking
process. A 2% PCE formulation was added in cake making the color, flavor, odor and
texture characteristics similar as for control cake.

Keywords: propolis extract; antioxidant activity; antimicrobial activity; phenolic
compounds; food application; proteins.
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1. Introducéo

A propolis € uma substancia resinosa e balsamica, coletada pelas abelhas a
partir de brotos, flores e exsudatos de plantas. E parcialmente digerida por enzimas
presentes nas secrecdes salivares das abelhas, que ainda acrescentam cera e polen
(SHANG-JUNG et al. 2014). Apresenta em sua composi¢ao quimica 50% de resina,
30% de cera, 10% de Oleo essencial, 5% de pdlen e 5% de outros compostos
organicos (PELLATI et al. 2013).

Os principais compostos bioativos presentes na propolis sdo 0os compostos
fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos e o0s seus ésteres), terpenoides e
esteroides (PELLATI et al.,, 2013). Em funcdo dos seus constituintes, a propolis
apresenta diversas acbes farmacoldgicas, destacando-se as propriedades
antioxidante e antimicrobiana. Porém, seu uso na industria de alimentos é restrito,
sendo que a maior parte do seu consumo ocorre na forma de extrato etandlico. O
baixo consumo estd relacionado ao intenso sabor e odor, atribuido a grande
guantidade de resinas, de compostos volateis, ao alto teor de cera e a baixa
solubilidade em &gua (NORI et al., 2011; da SILVA et al., 2013). Além disso,
apresenta compostos bioativos, como o0s compostos fendlicos, 0os quais sao
susceptiveis a degradacdo pela exposicdo ao calor, a luz ou ao oxigénio, fatores
comuns durante o0 processamento e 0 armazenamento de um produto
(GONCALVES et al., 2017).

Uma técnica que pode permitir maior exploracdo das propriedades
antioxidante e antimicrobiana da propolis como ingrediente funcional e/ou fortificacdo
de alimentos é a microencapsulacéo. Seu objetivo é formar uma barreira fisica que
possa proteger o composto encapsulado das condicbes do meio (interacdo ou
reacdo) e, quando bem planejada, pode controlar sua liberacdo a taxas e locais
especificos (BRUSCHI et al., 2003; DURAN et al., 2007; NORI et al., 2011; da SILVA
et al., 2013). Essa técnica pode ser utilizada para minimizar as caracteristicas
indesejaveis da propolis e facilitar sua aplicagdo como ingrediente em alimentos.

O uso de proteinas como material de parede na encapsulagdo tem se
intensificado, pois estes polimeros naturais sdo biocompativeis, biodegradaveis,
anfifilicos, além de apresentarem importantes propriedades funcionais, como
solubilidade em &gua, emulsificante e a capacidade de formacdo de espuma
(SHAPIRA, 2012; BOCHAR, 2012; NESTERENKO et al., 2013).



21

Apesar de todos os efeitos benéficos que o consumo da propolis pode trazer
a populacéo e do grande interesse para aplicagdo como ingrediente em alimentos,
seu consumo ainda é restrito. Assim, objetivou-se com o estudo microencapsular o
extrato de propolis por spray drying, utilizando proteinas de origem animal e vegetal
como material de parede, e apoOs adicionar as microparticulas em alimentos
avaliando seu comportamento em relagdo as propriedades fisicas, sensoriais, de
liberagdo in vitro, antioxidante e antimicrobiana. Com isto, desejou-se mascarar o
sabor e odor da propolis, e desta forma melhorar suas caracteristicas sensoriais,

para aplicar as microparticulas em sistemas alimenticios.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Preservar a atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato de prépolis,
atraves da microencapsulacao utilizando diferentes matrizes proteicas como material
de parede, e testar a liberacdo dos seus compostos fendlicos em fluidos

gastrointestinais simulados e em sistemas alimenticios.

1.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar o extrato de prépolis quanto ao perfil de compostos fendlicos.

Microencapsular o extrato de propolis, pelo método de spray drying, utilizando
como material de parede proteina concentrada de arroz, proteina concentrada de
ervilha, proteina isolada de soja e ovoalbumina.

Testar a encapsulacdo o extrato de prépolis na melhor das proteinas
avaliadas, em diferentes concentragcbes, tanto do material de parede, como do
extrato de propolis, e associar seu uso ao manitol.

Determinar a atividade antioxidante do extrato de propolis, das
microparticulas e dos alimentos em que foram aplicadas.

Determinar a atividade antimicrobiana do extrato de prépolis e das
microparticulas contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Testar a liberagdo do extrato de prépolis em fluidos gastrointestinais

simulados e em sistemas alimenticios.



2. Revisao da Literatura

2.1. Propolis

A prépolis € uma substancia resinosa, gomosa e balsamica produzida pelas
abelhas através da coleta de resinas, flores e brotos de plantas. As abelhas
misturam a resina coletada com suas secrecdes salivares, digerindo-a parcialmente
e adicionando cera de abelha, formando assim a propolis (SILVA et al. 2012; NETO
et al. 2017).

As abelhas elaboram a prépolis com o objetivo de evitar a entrada de insetos
na colmeia, protegendo-a pela selagem dos orificios; prevenir a contaminacao da
colmeia por bactérias, virus ou parasitas devido ao seu efeito antisséptico; cobrir os
insetos mortos para evitar sua decomposicao; além de manter a temperatura no
interior da colmeia (SALATINO et al. 2005; NETO et al. 2017).

A propolis é produzida através do uso de diversas plantas e por isso sua
composicdo quimica é complexa, estando presente além do material resinoso,
compostos fendlicos (flavonoides e &cidos fendlicos), compostos volateis, e em
menor propor¢ao terpenos, agucares, proteinas e aminoacidos, vitaminas e minerais
(CAO et al., 2017).

A producdo da prépolis € realizada principalmente pelas abelhas
africanizadas (Apis melifera), embora existam prépolis brasileiras produzidas por
outras espécies de abelhas, como as abelhas sem ferrdo (Meliponini) (FRANCHIN et
al., 2017).

Ao contrario de outros paises, que tém pouca variabilidade na composi¢cao
guimica e na origem botéanica da propolis, o Brasil tem até o0 momento 13 grupos
diferentes de prépolis classificados com base em caracteristicas fisico-quimicas e
composic¢do de fitoquimicos, devido a biodiversidade do Brasil (Tabela 1) (PARK et
al., 2000; FRANCHIN et al., 2017). A caracteristica de cada tipo de prépolis &
dependente de alguns fatores como, por exemplo, fonte de plantas e condi¢des
edafoclimaticas (NETO et al. 2017).

Park et al. (2002) foram os primeiros a descrever os perfis quimicos da
propolis brasileira e comparar com suas respectivas fontes de plantas. Os autores
identificaram a origem botéanica de trés tipos de prépolis: tipo 3 (prépolis de dlamo),
que € quimicamente semelhante a Poplar (Populus L., familia Salicaceae); tipo 6

(propolis marrom), que € quimicamente similar a arvore de Hyptis divaricate; e tipo
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12 (propolis verde), que é semelhante a arvore Baccharis dracunculifolia
(FRANCHIN et al. 2017). Em 2007 foi identificada a propolis tipo 13 (prépolis
vermelha) produzida em Alagoas. A composicdo quimica das amostras de propolis
vermelha foi semelhante ao das arvores Dalbergia ecastophyllum. No entanto,
alguns autores identificaram compostos de benzofenona prenilados em amostras de
propolis vermelha do Brasil. Esses compostos sdo comumente encontrados em
espécies de Clusia, o que indica que outras plantas podem também ser fonte da
prépolis vermelha (FRANCHIN et al. 2017). Porém, segundo o trabalho de Andrade
et al. (2017), o perfil bioativo dos compostos fendlicos é equivalente nos 3 tipos de

propolis brasileira (marrom, verde e vermelho), mas diferem quantitativamente.

Tabela 1. Tipos de propolis produzidas por abelhas (Apis mellifera) e seus respectivos estados
brasileiros, origens botanicas e compostos quimicos mais abundantes

Tipo de Estado Cor Compostos quimicos em abundéancia
propolis do
Brasil

1 RS Amarelo Triterpenoides

2 RS Castanho claro Flavonoides e derivados de acido cinamico

3 PR Castanho Flavonoides (crisina, pinocembrina, pinobanksin,

escuro apigenina e galangina)

4 PR Castanho claro Acido cinamico e derivados

5 PR Marrom Flavonoides e derivados de &cido cinamico
esverdeado

6 BA Marrom Benzofenona prenilada
avermelhado

7 BA Marrom Flavonoides e derivados de acido benzoico
esverdeado

8 PE Castanho Flavonoides e derivados de acido benzoico

escuro

9 PE Amarelo Derivados de acido cinamico

10 CE Amarelo escuro Sesquiterpenos

11 Pl Amarelo Diterpénios

Verde ou )

12 SP marrom Acidos cinamicos prenilados e flavonoides
esverdeado

13 AL Vermelha Principalmente isoflavonoides (formononetina,

vestitol, neovestitol e daidzeina) e chalconas

Fonte: adaptado de Franchin et al. (2017).
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Nos ultimos anos, o mercado da propolis estd aumentando, e segundo 0s
ultimos dados publicados no Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
(2013), o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de prépolis, com uma producéo
estimada em 100 toneladas anuais, sendo produzida por mais de 10 mil produtores,
e tendo grande parte destinada a exportagdo. De acordo com estudos recentes,
espera-se que, até 2021, o mercado mundial de prépolis aumente 3,5%, com
estimativa de que a producédo de 2300 toneladas no ano de 2015 passe para 2900
toneladas em 2021 (FUTURE, 2016; De FRANCISCO et al. 2018).

2.1.2. Propriedades bioldgicas da prépolis

A propolis tem sido utilizada hd muitos anos no tratamento de diversas
doencas, como alergias, diabetes, infec¢bes, além de exibir protecBes contra
doencas de pele como dermatites e queimaduras, e de doencas gastricas e
hepaticas (SFORCIN, 2007; TRUSHEVA et al. 2006; BUSCH et al. 2017; CAO et al.
2017). Varios estudos relatam que a propolis brasileira demonstra atividades
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antifingica, antiviral, citotoxica e
antitumoral (BRUSCHI et al. 2007; TIVERON et al. 2016; FRANCISCO et al. 2018).

Dentre as atividades biol6gicas atribuidas a propolis, sua atividade
antioxidante € amplamente estudada. A literatura existente aponta uma correlacao
positiva entre a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendélicos na prépolis
(CABRAL et al. 2009), principalmente com o teor de flavonoides (ALENCAR et al.
2007), e de alguns compostos especificos, como do &cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (Artepillin C) (MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN, 2008) e do acido
cafeico (GREGORIS; STEVANATO, 2010). Segundo Castro et al. (2014), amostras
de propolis do Chile que continham os compostos crisina e pinocembrina, porém nao
havia quercetina e CAPE, apresentaram baixa atividade antioxidante.

A capacidade antioxidante vem sendo relacionada ao nidmero e a disposicao
dos grupos hidroxila nos compostos fendlicos (GREGORIS; STEVANATO, 2010).
Firuzi et al. (2005) estudaram os flavonoides e a atividade antioxidante pelo método
de FRAP, e estabeleceram que o anel B, o grupo 3-hidroxi e a insaturacdo do anel
(posicbes 2 e 3) sdo aspectos estruturais necessarios para uma boa atividade

antioxidante.
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Em relacdo as propriedades antimicrobianas, diversos estudos relataram a
atividade do extrato de propolis e de seus constituintes frente a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas (das NEVES et al. 2016; ANDRADE et al. 2017,
ALMEIDA et al. 2017). O efeito antimicrobiano da prépolis esta correlacionado com
sua composicdo complexa, compreendendo a presenca dos flavonoides (PATEL et
al. 2015), além de alguns compostos apolares, como o0s &cidos graxos e
benzofenona prenilada (CASTRO et al. 2014).

Os flavonoides foram apontados como responsaveis por afetar a membrana
citoplasmatica e inibir a mobilidade bacteriana. Embora o mecanismo de acdo para
seu efeito antimicrobiano ainda ndo seja claramente compreendido, alguns estudos
sugerem que os constituintes da prépolis interferem na divisdo celular bacteriana, e
participam na desorganizacdo do citoplasma, na inibicdo da sintese proteica e na

lise celular.

2.1.3. Compostos fendlicos e volateis da prépolis

A prépolis brasileira € muito prestigiada e estudada devido ao alto teor de
compostos fendlicos. Dentre os compostos fendlicos presentes 67estdo 0s
flavonoides artepellin C, luteolina, apigenina, kaempferide, kaempferol, pinocembrina
e os acidos fendlicos, como o p-cumarico, clorogénico, ferulico e acido cafeico. Os
compostos bioativos como a apigenina, o artepilin C, a galangina e pinocembrina
presentes na prépolis brasileira foram apontados como 0s responsaveis pelo
mecanismo anti-inflamatério (FRANCHIN et al. 2017).

Tiveron et al. (2016) ao analisarem 78 amostras de prépolis organicas da
regido sul do Brasil, utilizando a cromatografia em camada liquida de alta eficiéncia
(CLAE), encontraram poucos dos compostos comumente identificados em proépolis
do Brasil ou de regides de clima temperado, podendo estas serem tratadas como
outro tipo de propolis brasileira. Dentre os compostos fendlicos presentes estavam
trés acidos fendlicos (acido galico, acido cafeico e acido p-cumarico), um derivado
prenilado do acido cinamico (artepilin C) e um flavonoide (pinocembrina). As
variacbes podem ser decorrentes das diferencas dos locais de producéo da propolis
organica, as quais foram produzidas em areas nativas e de reflorestamento, que
abrigam uma grande diversidade de plantas produtoras de resinas.

Em amostras de propolis de outros paises héa relatos da presenga de alguns

compostos ndo encontrados na prépolis brasileira, apesar de algumas composicoes
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serem similares e variarem apenas na concentracdo. Kasote et al. (2017) ao
analisarem amostras de propolis provindas da india, identificaram os seguintes
compostos: acido galico, naringina, acido cafeico, acido p-cumarico, acido ferdlico,
quercetina, acido cinamico, kaempferol, chrisina, éster fenetilico do acido cafeico
(CAPE) e galanginina.

Além destes, também sdo encontrados compostos volateis, 0os quais sdo 0s
responsaveis pelo sabor e odor caracteristico da prépolis. A presenca desses
compostos pode variar de acordo com a regidao da coleta; no entanto, dentre as
classes de compostos volateis identificadas em amostras de propolis, as mais
abundantes sdo acidos (a4cido benzdico e seus ésteres), alcoois, ésteres, aldeidos,
terpenos e hidrocarbonetos (olefinas e aromaticos) (PELLATI et al. 2013).

Porém, a aplicacdo de prépolis em alimentos € ainda limitada, isto por ela ser
extraida em meio alcodlico e, portanto insolavel em agua, além de apresentar sabor
e aroma acentuados (NORI et al. 2011; da SILVA et al. 2013).

2.2. Microencapsulacéao de propolis

A técnica de atomizacao também conhecida por spray drying surgiu em 1930,
sendo utilizada para encapsular flavours (SHAHIDI et al. 1993). Além do mais, € o
método mais utilizado para a encapsulacéo de substancias bioativas (CAl; CORKE,
2000), devido as baixas despesas operacionais, sendo 4-5 vezes mais barata do
que a liofilizacdo. Isso se deve ao menor consumo de energia e ao curto tempo de

secagem (5-100 s) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema do funcionamento de um spray dryer

A microencapsulacdo é uma tecnologia em que pequenas particulas soélidas,
liquidas ou gasosas, conhecidas como material de recheio ou ativo sdo revestidas
por um material de parede, formando particulas denominadas microcépsulas,
microparticulas, ou microesferas, apresentando diferencas na morfologia e estrutura
interna. A microcapsula € idealmente esférica com estrutura fortemente influenciada
pelo material original e pelos métodos de preparacdo e com tamanho que pode
oscilar desde fragdes de micron a alguns milimetros (SUAVE et al., 2006).

A encapsulacdo é conhecida por propiciar protecdo dos compostos bioativos
instaveis da degradacgéo pela luz, oxigénio, pH, umidade ou da interacdo com outros
componentes da matriz alimentar, e por transformar extratos liquidos em formas
sélidas (p6s), facilitando assim sua aplicacdo e seu armazenamento. Outro aspecto
importante da microencapsulacdo € permitir a liberacdo gradual do composto
bioativo no local onde sera absorvido (SAUVANT et al. 2012; YUN; CHUAN-HE,

2016). E importante ressaltar que a técnica é normalmente aplicada a produtos que
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apresentam baixa biodisponibilidade como, por exemplo, substéncias hidrofobicas e
material resinoso como a propolis (BRASILEIRO, 2011). A microencapsulacao
também pode aumentar a solubilidade do composto de interesse, além disto, pode
minimizar os efeitos indesejaveis do sabor, odor e da coloracéo (TRIFKOVI'C et al.
2014; GOMEZ-ESTACA; GAVARA: HERNANDEZ-MUNOZ, 2015; KLEIN et al.
2015).

Na éarea farmacéutica os trabalhos desenvolvidos tiveram como propdsito
avaliar o feito da propolis microencapsulado no tratamento contra diabetes tipo I, em
ratos (LI et al. 2012); aplicacao topica nasal da prépolis nanoencapsulada (RASSU
et al. 2015); desenvolver uma base com niossomas e extrato de propolis para
melhorar sua eficacia terapéutica através de aplicacdo topica, aumentando sua
retencdo na pele e mantendo a acao antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
e Candida albicans (PATEL et al. 2015); e de produzir nanoparticulas lipidicas de
subprodutos de propolis para cicatrizacdo de feridas tanto in vitro quanto e in vivo
(ROSSETO et al. 2017).

Diferentes substancias tém sido avaliadas como material de parede na
encapsulacdo da propolis, por distintas técnicas como: utilizacdo de gelatina e
manitol e encapsulacdo por spray drying para manter a propriedade antimicrobiana
frente a S. aureus (BRUSCHI et al. 2003); de poli (e-caprolactona) por
emulsificacdo/evaporacdo de solventes para promover a liberacdo controlada e
manter a atividade antimicrobiana frente a bactéria Streptococcus mutans (DURAN
et al. 2007); de proteina isolada de soja e pectina por coacervacdo complexa para
manter a atividade antioxidante e a estabilidade dos compostos fendlicos e dos
flavonoides em diferentes temperaturas pelo periodo de seis meses (NORI et al.
2011); e de goma ardbica e amido OSA por spray drying para produzir
microcapsulas estaveis (da SILVA et al. 2013).

Por esses fatores o processo de secagem por atomizacdo é amplamente
empregado nas indastrias alimentares (SHISHIR; CHEN, 2017). De um modo geral,
0 processo de spray drying consiste numa operagdo unitaria na qual um produto
liquido € atomizado numa corrente de gas quente, obtendo-se as microparticulas por
secagem das gotas. O liquido utilizado pode ser uma solugcdo, emulsdo ou
suspensao. Essa técnica permite diminuir o teor e a atividade de agua, assegurando
assim a estabilidade microbiolégica do produto e reducdo dos custos de
armazenamento e de transporte (GHARSALLAOUI et al. 2007).
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Entretanto, por mais que a atomizagdo seja um método de baixo custo e
adaptado as condi¢cdes industriais, pela necessidade da utlizacdo de altas
temperaturas pode ocasionar o comprometimento da integridade de compostos
bioativos (GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010) (Tabela 2).

Tabela 2. Vantagens e desvantagens da técnica de spray drying para encapsulacao

Vantagens Desvantagens

Processo rapido e continuo Microcapsulas podem nao ser uniformes

Produto com as mesmas caracteristicas mesmo Limitacdo do material de revestimento (baixa

em grande produgéo viscosidade, mas com alta concentragdo de
Controle automatico sélidos)

Baixo custo N&o é o melhor método para material sensivel ao
Elevada qualidade e estabilidade calor *

Producdo de microcapsulas de pequeno

tamanho

*Para alguns autores esse método pode ser usado para materiais sensiveis ao calor, ja que o tempo
de exposicao a altas temperaturas é curto.
Fonte: adaptado de Chen et al. (2008).

2.2.1. Uso de proteinas como material de parede na microencapsulacao

As proteinas sdo macromoléculas constituidas por diversos aminoacidos e
sdo de fundamental importancia para a nutricdo e formacao de tecidos. As proteinas
sdo biopolimeros formados por até 20 diferentes tipos de aminoécidos, ligados
covalentemente em uma cadeia peptidica. Os aminoacidos que formam a estrutura
proteica sdo caracterizados pela existéncia de um atomo de carbono central ao qual
estdo ligados um atomo de hidrogénio, um grupo amina (NH;), um grupo carboxila
(COOH) e um radical. A formacdo da ligacdo peptidica ocorre entre o grupo
carboxila de um aminoacido e o grupamento amino de outro, ocorrendo a liberacéao
de uma molécula de agua (Fig. 2). A diferenciacdo entre os aminoacidos ocorre
pelas suas cadeias laterais (radical), ligadas ao carbono central, as quais variam em

estrutura, tamanho, carga elétrica e solubilidade (DEVI et al. 2016).
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Figura 2. Ligagao peptidica entre aminoacidos

Esses polimeros naturais apresentam varias vantagens para sua utilizagdo na
microencapsulacdo. Na industria farmacéutica, por exemplo, as proteinas sao
utilizadas para melhorar a liberacdo dos farmacos em sitios alvos. Sua principal
vantagem € por serem polimeros naturais considerados seguros, principalmente
quanto a sua toxicologia. Outras vantagens também justificam o uso de proteinas
em sistemas de distribuicdo de bioativos, como o fato de agregar o seu valor
nutricional e suas propriedades funcionais, além de conferir propriedades fisico-
guimicas desejaveis para uma boa biodisponibilidade de compostos ativos
(SHAPIRA, 2012; BOCHAR, 2012).

No entanto, para a microencapsulacdo de compostos fendlicos utilizando
como material de parede proteinas, a capacidade de ligacdo de ambos depende da
estrutura quimica tanto dos compostos fenélicos como da proteina. Isto porque nem
todos compostos fendlicos tem a capacidade de interagir e formar ligagcbes com a
matriz proteica para formar as microparticulas, sendo que moléculas com alto peso
molecular, geralmente, tem maior capacidade de interagcdo com as proteinas (JIA et
al. 2016).

2.2.1.1. Proteina de origem animal: ovoalbumina

A ovoalbumina é a principal proteina presente na clara de ovo (54%),
caracteriza-se como uma glicoproteina de carater acido (ponto isoelétrico = 4,7).
Cerca de um quarto dos aminoacidos desta proteina sao acidos, enquanto que 15%
dos aminoacidos possuem pH basico. Essa proteina apresenta atividades
antibacterianas que desempenham a funcao de protecdo durante o desenvolvimento
embrionaria da ave (WOLF et al. 2011). Trabalhos recentes tém demonstrado que o
uso dessa proteina € eficaz na encapsulacédo de compostos, como do acido félico,

de acidos graxos poli-insaturados, do retinol (ARZENI; PEREZ; PILOSOF, 2015), da
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curcumina (VISENTINI et al. 2017) e do &cido linoleico (SPONTON et al. 2017). Sua
eficdcia tem sido atribuida a capacidade de ligacdo aos compostos, atuando por
meio de um processo de adsor¢cdo que ocorre entre as regides hidrofébicas da
proteina (SPONTON et al. 2016), o que também foi observado em outras proteinas
globulares (SPONTON et al. 2017).

2.2.1.2 Proteinas de origem vegetal: arroz, ervilha e soja

Apesar da grande procura por proteinas animais, a utilizacdo de proteinas
vegetais como material de parede na encapsulacdo merece destaque por causarem
menos alergias quando comparadas as proteinas animais (NESTERENKO et al.
2013; JIA; DUMONT; ORSAT, 2016), além do fato de poderem ser consumidas por
vegetarianos.

Dentre as proteinas de origem vegetal, além da proteina isolada de soja que
ja vem sendo amplamente estudada, as proteinas isoladas de ervilha e proteinas de
cereais, entre elas a de arroz, apresentam grande potencial para aplicacdo na
encapsulacao.

A soja possui entre 35-40% de proteinas, sendo que a proteina isolada de
soja (PIS) apresenta grande fracdo do amino&cido glicinina, e dentre suas
propriedades podem ser citadas: solubilidade em &gua, capacidade de formar
emulsdo e de gelificacdo, caracteristicas que a tornam adequadas para
encapsulacdo. Essas caracteristicas sdo fortemente dependentes do pH, do
tratamento térmico e da presenca e concentracdo de sais ou outros ingredientes
(6leo, carboidratos, tensoativos). A PIS ja tem sido estudada isolada ou de forma
combinada com polissacarideos na microencapsulacdo de caseina hidrolisada,
extrato de propolis, a-tocoferol, acido ascorbico, entre outros (MENDANHA et al.
2009; NORI et al. 2011; NESTERENKO et al. 2014).

O farelo de arroz possui de 12 a 20% de proteinas, enquanto o teor de
proteinas no grdo de arroz varia de 6 a 15%. Pelo fato do farelo de arroz ser
removido do grao durante o processo de moagem, para produzir o arroz branco,
este subproduto pode se tornar uma fonte potencial de proteinas de qualidade e
baixo custo para ser utilizada como material de parede na encapsulacdo. Seu uso &
de relevancia, pois sua composicdo possui aminoacidos essenciais, além dessas
proteinas serem hipoalergénicas e hipocolesterolémicas. Dentre as propriedades

fisico-quimicas exibidas pela proteina de arroz, tem-se a formacdo de espuma e a
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capacidade emulsionante (NESTERENKO et al. 2013). Os principais aminoacidos
presentes na proteina do arroz sdo semelhantes aos das proteinas de soja, e a
temperatura de desnaturacdo das proteinas isoladas do arroz é cerca de 83,4°C
(NESTERENKO et al. 2013). Alguns trabalhos utilizaram a albumina extraida do
farelo de arroz para encapsular a curcumina (LIU et al. 2017); o farelo de arroz e
pectina para encapsulacdo de Lactobacillus plantarum (CHOTIKO; SATHIVEL,
2016), mas ndo ha relatos com a proteina concentrada de arroz como material de
parede na microencapsulacao.

O uso da proteina de ervilha (Pisum sativum L.) na encapsulacdo tem sido
considerado como uma alternativa a utilizacdo de proteina isolada de soja. A
proteina isolada de ervilha possui uma grande fracdo de globulinas e fracdes
minoritarias de albuminas e glutelinas. As proteinas de ervilha apresentam em sua
composicdo um perfil de aminoacidos bem equilibrado (SHAO; TANG, 2016),
estando presentes aminoacidos essenciais como leucina, isoleucina, fenilalanina e
valina (LETERME; MONMART; BAUDART, 1990). As proteinas extraidas de graos
de ervilha possuem propriedades gelificantes e emulsionantes. Sua utilizacao ja foi
citada para microencapsular diferentes compostos, como 6leo de linhaca, &cido
linoleico conjugado (CLA), acido ascérbico, a-tocoferol e a bactéria Bifidobacterium
adolescentis, e sdo empregados isoladamente ou associados com polissacarideos
(PIERUCCI et al. 2006; PIERUCCI et al. 2007; BAJAJ; TANG; SABALNI, 2015;
COSTA et al. 2015; VARANKOVICH et al. 2015).

Entretanto, a utilizacdo somente de proteinas no processo de encapsulacao
por atomizacdo pode provocar a agregacdao das particulas e baixo rendimento
(BRUSCHI et al. 2003; NESTERENKO et al. 2013).

Para superar esse entrave e produzir pds estaveis, evitando a agregacao das
particulas, o uso de excipientes, como 0 manitol, tem se mostrado necessario
(JAFARINEJAD et al.,, 2012). Aléem disso, o uso de proteinas associadas a
polissacarideos na encapsulacdo tem com o objetivo a obtencdo de caracteristicas
favoraveis para utilizacdo como material de parede na microencapsulacédo (FABIAN;
HUYNH; JU, 2010; NESTERENKO et al., 2013).

O manitol é um polidlcool de baixo peso molecular e apresenta boa
propensdo para ser utilizado na atomizacdo como auxiliar de secagem. Alguns
trabalhos relatam resultados satisfatérios quando o manitol foi utilizado juntamente

com o material de parede na atomizacdo, com melhorias nha morfologia e porosidade
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das particulas, na distribuicdo de tamanho e agregacdo, além de melhorar o
rendimento da atomizacdo (BRUSCHI et al. 2003; TEWA-TAGNE; BRIANCON;
FESSI, 2007; JAFARINEJAD et al. 2012).

2.2.2. Aplicacdo de microcépsulas em alimentos

Ha grande demanda de consumo por alimentos com propriedades
antioxidantes, acidos graxos poli-insaturados, probioticos, vitaminas e minerais.
Porém, muitos desses componentes sdo instaveis em condi¢cdes normais ou exibem
um sabor residual, o que limita sua aplicagdo. Assim, a técnica de encapsulagéo é
uma alternativa para a aplicagdo desses compostos em matrizes alimentares
diversas. Porém, o principal desafio no uso de alimentos fortificados € obter produtos
estaveis e manter suas propriedades funcionais durante o processamento e
armazenamento, até o seu consumo (DIAS et al., 2017).

Muitos trabalhos tém utilizado a encapsulacdo com diversas finalidades, como
por exemplo, em microcapsulas de 6leo de linhaca para manter estabilidade quando
adicionadas em pdo (GALLARDO et al., 2013); microcapsulas de 6leo de tomilho
como ingrediente antimicrobiano em bolo (GONCALVES et al., 2017); e a adicéo de
microcapsulas de resveratrol em bala de goma e barra de cereal para atenuar o seu
amargor e instabilidade a luz (KOGA; SOO-YEUN; YOUNGSOO, 2016). Além do
uso da encapsulacdo para protecdo da estabilidade térmica, manutencdo das
propriedades e mascaramento do sabor e odor, outros trabalhos realizaram a
coencapsulacdo de xilitol e mentol para aplicacdo em goma de mascar com 0
objetivo de intensificar a sensacao refrescante de horteld e controlar a liberacéo
desses compostos (SANTOS et al., 2014); e a microencapsulacdo de carotenoides
do 6leo de palma para promover a estabilidade e liberacdo controlada em condicdes
especificas quando aplicadas em iogurte e pao (RUTZ et al., 2016).

Alguns autores realizaram a microencapsulacdo de propolis e apos,
adicionaram as microparticulas em produtos carneos. Bernardi et al. (2013)
aplicaram microcapsulas de extrato de prépolis em salame tipo italiano para atenuar
o aroma da propolis. Spinelli et al. (2015) e dos Reis et al. (2017) adicionaram
microcapsulas de extrato de propolis em hamburguer de peixe para manter a
atividade antioxidante e mascarar suas propriedades sensoriais. Porém, ainda séo
poucos os trabalhos que realizam a etapa de aplicacdo das microparticulas em

sistemas alimenticios, e tampouco avaliam suas propriedades sensoriais.



3 Capitulo 1: Microencapsulacdo de propolis em matrizes proteicas por spray

drying para aplicacdo em alimentos

Resumo: A prépolis proporciona varios beneficios para a saude, devido a presenca
de compostos bioativos, principalmente compostos fendlicos; no entanto, a sua
aplicacéo em alimentos é limitada devido ao forte odor e baixa solubilidade em agua.
Os componentes bioativos sdo geralmente suscetiveis a degradacdo por exposicao
a luz, calor ou oxigénio, ou por interacdo com outros compostos, o que pode limitar
sua acao biologica. Este estudo objetivou caracterizar e microencapsular o extrato
de propolis utilizando como material de parede as proteinas de arroz, ervilha, soja e
ovoalbumina por spray drying, com posterior aplicacdo em alimentos para avaliar a
digestéo in vitro. O extrato de propolis apresentou alta concentracdo de apigenina
(9,20 mg g}), seguido da luteolina (4,00 mg g*). A eficiéncia da encapsulacéo foi
superior a 70%, sendo mantida a atividade antioxidante da prépolis (88% de inibicéo
da DPPH para o extrato de propolis e > 73% para as microparticulas). As técnicas
de Calorimetria Diferencial de varredura, infravermelho e difracdo de raios-X
confirmaram a encapsulacdo. As microparticulas variaram em formas, tamanhos e
caracteristicas fisicas, podendo serem armazenadas em um ambiente de baixa
umidade. As microparticulas de proteina de ervilha podem ser utilizada para a
producdo de queijo Minas Frescal, uma vez que apresentaram maior liberacdo dos
compostos fendlicos no intestino durante digestdo gastrointestinal, enquanto que as

outras microparticulas apresentam melhores resultados para utilizagdo em pudim.

Palavras-chave: extrato de prépolis; compostos fendlicos; proteina concentrada de
arroz; proteina concentrado de ervilha; digestdo gastrointestinal simulada; queijo;

pudim.

3.1. Introducéao
A propolis é uma substancia resinosa e balsémica, coletada pelas abelhas a
partir de brotos, flores e exsudatos de plantas. Sua composicdo é majoritariamente

constituida de resina (aproximadamente 60%), e na fragdo minoritaria encontram-se
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ceras, Oleos essenciais, vitaminas e microelementos como os compostos fendlicos,
terpenoides e compostos volateis (Dos REIS et al, 2017). Dentre os
microelementos, principalmente aos compostos fendlicos, atribui-se as acbes
farmacoldgicas da prépolis, destacando-se as propriedades: antioxidante, anti-
inflamatéria, antitumoral e antimicrobiana (SHANG-JUNG et al., 2014; GRAIKOU et
al., 2016). O Brasil possui condi¢cdes climéaticas, geogréficas e vegetacdo com
caracteristicas favoraveis ao sistema de producdo de propolis, condicbes que o
tornaram o terceiro maior produtor mundial de prépolis. A producdo de propolis no
Brasil é estimada em 100 toneladas anuais, sendo produzida por mais de 10 mil
produtores, e tendo grande parte destinada a exportacéo (IBGE, 2013).

Apesar dos inumeros beneficios que o consumo da prépolis proporciona,
dificilmente sdo encontrados alimentos com sua adi¢cdo, sendo sua aplicacdo mais
explorada na &rea farmacoldgica. A limitacdo da adicdo da prépolis em alimentos se
deve ao seu sabor e aroma acentuados, 0 que é atribuido aos compostos voléateis, e
também a sua insolubilidade em agua (NORI et al., 2011; da SILVA et al., 2013).

A técnica de encapsulacao tem sido utilizada para mascarar sabor e odor da
propolis (SPINELLI et al., 2015; Dos REIS et al., 2017), melhorar sua solubilidade
(da SILVA et al., 2013; SHANG-JUNG et al., 2014; ELBAZ et al., 2016), preservar as
propriedades antimicrobiana (BRUSCHI et al., 2003; NORI et al., 2011; da SILVA et
al., 2013; MASCHERONI et al., 2014), antioxidante (NORI et al., 2011; da SILVA et
al., 2013; SPINELLI et al., 2015) e anticancerigena (ELBAZ et al., 2016), além de
promover a protecdo dos compostos bioativos (NORI et al.,, 2011; BUSCH et al.,
2017) e aumentar sua absorcao através da liberacdo controlada (ELBAZ et al.,
2016). Devido a possibilidade de permitir a liberacdo controlada do composto ativo
sob condi¢cdes especificas (local e momento ideal), a encapsulacdo pode melhorar a
biodisponibilidade  destes compostos no organismo humano (RAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

O uso de proteinas como material de parede na microencapsulagdo de
prépolis tem sido relatado quando associadas com carboidratos, mas até 0 momento
nao foram encontrados trabalhos que utilizem somente proteinas. A utilizacdo das
proteinas como material de parede na encapsulagcéo apresenta vantagens por serem
consideradas seguras para o consumo humano (GRAS) (JIA; DUMONT; ORSAT,
2016), possuirem um alto valor nutritivo e serem digeridas pelo trato gastrointestinal
dos humanos (JOYE; MCCLEMENTS, 2014). Além disso, a utilizacdo de proteinas
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vegetais como material de parede na encapsulagdo apresenta vantagens por
causarem menos alergias, quando comparadas as proteinas animais
(NESTERENKO et al., 2013). As proteinas de origem vegetal sdo interessantes
para serem utilizadas na microencapsulacdo como material de parede para uma
variedade de compostos ativos (NESTERENKO et al.,, 2013). Seu uso é uma
alternativa abundante as fontes de proteinas animais e aos polimeros derivados do
petréleo, obtidas de matéria-prima renovavel e biodegradavel com propriedades
funcionais e fisico-quimicas interessantes.

As proteinas extraidas de ervilha e soja ja foram estudadas como materiais de
parede para microparticulas de extrato de prépolis. Além dessas, outra proteina
vegetal, como a do arroz, possui propriedades funcionais interessantes, e com
potencial para microencapsulacdo (NESTERENKO et al., 2013).

Apesar de vérios estudos relatarem o desenvolvimento e caracterizagdo das
microparticulas, apenas parte deles aborda a aplicagdo das microparticulas em
sistemas alimenticios (CAM; ICYER; ERDOGNA, 2014; DONHOWE et al., 2014),
necessitando de estudos adicionais sobre seu comportamento durante o
processamento e a interacdo com 0s demais componentes da matriz alimentar.

A encapsulacdo proporciona o estudo da liberacdo gastrointestinal in vitro, o
que viabiliza a analise do local de liberagcdo dos compostos encapsulados, visando
uma microparticula que libere a maior parte dos compostos no intestino. Os
compostos bioativos, como os polifenois, sdo melhor absorvidos no fluido intestinal
(Jia et al., 2016).

Com base nestes dados, este estudo foi desenvolvido para obter maiores
informacdes sobre a encapsulacédo de proépolis utilizando diferentes proteinas como
materiais de parede, e para avaliar o perfil de liberagdo de compostos fendlicos
microencapsulados em condi¢cfes gastrointestinais in vitro através da sua aplicacao

em pudim e queijo Minas Frescal.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Materiais

A propolis foi obtida de um apicultor da cidade de Rio Grande, Rio Grande do
Sul, Brasil, (latitude: 32°02'06.2”S e longitude: 52°05'56.4"W), com as

caracteristicas: 5,78% de umidade, 36% de substancias insoluveis, 64% de
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substancias solGveis, condutividade elétrica de 2,45 mS cm™, 5,55 pH, 12,90% de
cera, 2,26% de cinzas e coloracdo marrom, sendo classificada como propolis do tipo
2. Os materiais de parede utilizados para a encapsulacdo do extrato de propolis
foram: proteina concentrada de arroz (PCA) (73%) (Growth Supplements, Brasil),
proteina concentrada de ervilha (PCE) (73%) Growth Supplements, Brasil), proteina
isolada de soja (PIS) (81%) (Labonathus, Brasil) e ovoalbumina (83%) (NaturOvos,
Brasil). O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila), 2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazina (TPTZ),
acido gélico e quercetina foram obtidos da Sigma Aldrich. A enzima pepsina foi
obtida da Merck, a pancretina e os sais biliares foram obtidos da Sigma Aldrich. Os
demais reagentes de grau analitico.

3.2.2. Obtencéo do extrato de prépolis

O extrato de prépolis foi preparado de acordo com o descrito por Silva et al.
(2012). Inicialmente, as amostras de propolis bruta foram trituradas com auxilio de
nitrogénio liguido em moinho de bola (Marconi 350, Brasil). Cerca de 10 g de
prépolis foram submetidas ao processo de extracdo com 100 mL de etanol (80%),
obtendo-se um extrato a 10% (1:10 m/v). A extracdo foi mantida sob agitacdo, a
temperatura ambiente por 24 h. Apés, o extrato foi filtrado em papel filtro Quali®,
para a remoc¢do de ceras e de substancias menos sollveis. O sobrenadante foi
colocado sob refrigeracdo por trés dias, sendo submetido a centrifugacao
(Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 260 g, 5 °C por 15 min, diariamente, para a retirada
da cera presente no extrato. Os filtrados finais foram submetido a evaporador
rotativo (Laborota 4000, Alemanha) sob pressdo reduzida a 40 °C, e, em seguida,
liofilizados (Liobras L101, Brasil), obtendo assim o extrato de prépolis liofilizado
(EPL).

3.2.3. Identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos por LC-ESI-gTOF-MS

O EPL (250 pg mL™Y) foi resuspendido em metanol grau HPLC (Sigma-
Aldrich®, EUA), sendo 10 pL injetados em cromatografo liquido (UFLC, Shimadzu,
Japao) acoplado a espectrometro de massas de alta resolucéo do tipo quadrupolo-
tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics, Alemanha). Para a separagéo
cromatografica foi utilizada a pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18 (2.0 x
150 mm, 100 A, 3 um) (Phenomenex Torrance, EUA) utilizando as fases méveis:

agua acidificada com 0,1% de acido férmico (eluente A) e acetonitrila acidificada
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com 0,1% de &cido férmico (eluente B). Para separacao foi utilizado um gradiente:
0-2 min, 10% B; 2—15 min, 10-75% B; 15-18 min, 90% B; 18-21 min 90% B; 21-23
min, 10% B; 23-30 min, 10% B; fluxo de 0,2 mL min™ e temperatura da coluna a 40
°C. O espectrometro de massas foi operado nos modos ESI negativo (acidos
fendlicos e flavonoides) com espectros adquiridos ao longo de uma faixa de massa
de m/z 50 a 1200, com voltagem capilar em 3.5 kV, presséo do gas de nebulizacdo
(N,) de 2 bar, gas de secagem em 8 L min™, temperatura da fonte de 180 °C, colisdo
de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-pulso de 5 mS. O
equipamento foi calibrado com formiato de sédio 10 mM, cobrindo a faixa de
aquisicdo de m/z 50 até 1200. Experimentos autométicos de MS/MS foram
realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z 100, 15
eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogénio como gas de colisdo. Os
dados de MS e MS/MS foram processados por meio do software Data analysis 4.0
(BrukerDaltonics, Alemanha).

Os acidos fendlicos e flavonoides foram caracterizados pelo espectro de
UV/Vis (210-800 nm) e massa exata, padrdes de fragmentacdo MS" em comparac&o
com os dados da biblioteca do equipamento, bases de dados (paddes, Metlin,
MassBank, KeggCompound, ChemSpider) e em comparagédo com padrao isotopico.
A quantificagcdo dos acidos fendlicos e flavonoides foi realizada através de curva de
calibracdo externa com padrdes de cada composto e os resultados foram expressos

emmgg™.

3.2.4. Preparo das proteinas

Foram preparadas solu¢des proteicas de cada proteina na concentracdo de
1% (m/v), como descrito por Costa et al. (2015), com poucas modificacdes. As
proteinas de arroz, ervilha e soja foram dissolvidas em agua destilada aquecida a 50
°C e mantidas sob agitacdo durante 1 h, apdés foram submetidas ao banho de
ultrassom (Quimis Q335D Brasil) por 30 min. A ovoalbumina foi diluida em agua com
agitacdo magneética. Apos todas as solugdes foram submetidas a filtracdo em papel

filtro.
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3.2.5. Microencapsulacao do extrato de prépolis

As solucdes das proteinas e o extrato de prépolis na propor¢cédo de 1:1 (v/v)
foram dispersos em homogeneizador (Ultra-Turrax T18, IKA, Alemanha) durante 2
min a 15000 rpm, conforme descrito por da Silva et al. (2013). Também foram
preparadas microparticulas vazias (MV) somente com as solugBes proteicas
(proteinas de arroz, ervilha, soja e ovoalbumina), sem a adicdo do extrato de
prépolis para ser utilizada como o controle. As formulacdes foram atomizadas em
spray drying (Labmag MSDi 1.0, Brasil), nas seguintes condi¢cbes operacionais:
temperatura de entrada 120 °C; temperatura de saida de 72 £+ 3 °C; fluxo de ar de
0,40 m® min™; caudal de alimentag&o de 0,40 m® min™; e diametro do bico de 3 mm.
No final de cada atomizacdo, as microparticulas de extrato de propolis (MEP) foram
acondicionados em frasco plastico de polipropileno e mantido em dessecador até a

realizacdo das analises.

3.2.6. Ruptura das microparticulas

Primeiramente, 20 mg das MEP foram misturadas com 10 mL de etanol P.A. e
centrifugada (Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15 min, a 25 °C, sendo
realizada conforme descrito por Ghorbanzade et al. (2017). Apds a separacédo das
fases, foi coletado 1 mL do sobrenadante e realizado a andlise do total de
compostos fendlicos para avaliar os compostos que nao foram encapsulados. Os 9
mL restantes foram sonicados (Quimis Q335D, Brasil) por 10 min, homogeneizados
em homogeneizador (Ultra-Turrax T18, IKA, Alemanha) por 1 min a 12000 rpm e
mantidos sob agitacdo por 24 h, a 25 °C em banho com &gua, para que houvesse a

liberacdo dos compostos das microparticulas.

3.2.7. Determinacéo do teor total de compostos fendlicos

Para a determinagdo dos compostos fendlicos no extrato de prépolis e nas
MEP (do item 3.2.6.), foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu (ALVES; KUBOTA,
2013). Para isto, 0,5 mL das amostras foram misturados com 2,5 mL de reagente de
Folin-Ciocalteu 0,2 M, e ap0s 5 min, adicionados 2 mL de solucéo de carbonato de
sédio (7,5%). As amostras foram incubadas, a temperatura ambiente, no escuro por
2 h, e apds a absorbéancia foi medida a 725 nm em espectrofotdometro (JENWAY

6705 UV/Vis, Espanha). A quantificacdo foi realizada utilizando a curva de calibracao
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realizada com o acido galico nas concentracdes de 30 a 500 pyg mL™ (y=0,014x +
0,0169, R?=0,999). Os resultados foram expressos em mg EAG g™ em base seca,

sendo a analise realizada em triplicata.

3.2.8. Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia da encapsulacéo foi calculada conforme descrito por Alishahi et
al. (2011), de acordo com a equacéo 1, onde o total de compostos fenolicos na MEP
corresponde ao total de compostos que foram analisados, estando dentro e fora das
microparticulas (item 3.2.6.), e os compostos fendlicos na superficie sdo os
compostos fendlicos que estdo por fora, ou seja, que ndo foram encapsulados. Os
resultados foram expressos em porcentagem de compostos fendlicos

microencapsulados, sendo a analise realizada em triplicata (item 3.2.7.).

(Total de compostos fendlicos )-(Compostos fendlicos na superficie)
Total de compostos fendlicos

EE (%) = %100

(eq.1)

3.2.9. Rendimento

O rendimento de microparticulas obtidas por spray drying foi calculado de
acordo com Cam et al. (2014), utiizando a equacdo 2. Os resultados foram
expressos em porcentagem de rendimento das microparticulas, sendo a analise

realizada em triplicata.

Peso das microcapsulas

R (%) = * 100 (eq.2)

Peso da proteina+peso do extrato de propolis

3.2.10. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O comportamento a alta temperatura do EPL, das MV e das MEP obtidos por
spray drying foi investigado usando a Calorimetria Diferencial de Varredura, DSC
(Q20, Instrumento T.A, EUA), conforme descrito por Elbaz et al. (2016). As amostras
(4 mg) foram aquecidas em uma panela de aluminio a uma taxa de 10 °C min™. O
comportamento térmico foi avaliado entre uma faixa de temperatura de 30 °C a 300

°C, sendo utilizado como veiculo gas nitrogénio com fluxo de 25 mL min™.
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3.2.11. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Foram analisados o EPL, das MV e das MEP obtidos por spray drying para a
avaliacdo dos grupamentos funcionais em espectrdmetro FTIR [IRAffinity-1

(Shimadzu, Jap&o), na resolucéo de 4000 — 800 cm™, com 60 varreduras.

3.2.12. Difracdo de Raios-X

O EPL, as MV e as MEP foram analisados usando um difratdmetro de Raios-
X (Bruker D-8 Advance, EUA), sob radiacdo monocromatica de Cu (A = 1,5418 A),
alimentado a 40 kV e 40 mA. Os dados de difracao foram coletados em temperatura

ambiente, sob o angulo 20 variando de 1 a 90°, com intervalos de 0,05° a cada 1 s.

3.2.13.Capacidade de eliminac¢ao do radical DPPH

A capacidade antioxidante de eliminar os radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH) do extrato de propolis, das MV e das MEP foram avaliadas segundo o
meétodo descrito por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Adicionou-se 0,1 mL
de extrato de prépolis e da solucdo com as particulas apos ruptura (conforme item
3.2.6.) e 3,9 mL do DPPH em etanol (0,06 mM). A analise foi realizada em triplicata
e a absorbéncia foi medida a 515 nm apdés 30 min de reacdo, utilizando um
espectrofotometro  UV-vis (JENWAY6705 UV/Vis, Espanha). A capacidade de
eliminacdo do DPPH do extrato e das microparticulas foi calculada usando a
equacéao 3.

Em que, Absamoestra € @ absorbancia do extrato de prépolis e da solucdo das
microparticulas abertas; AbSpanco € @ absorbéncia da solugcdo sem a adi¢cdo do
DPPH; e AbScontrole € SOomente a solucdo de DPPH em etanol. Os resultados foram
expressos em porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH, sendo calculados em

base seca.

Inibi(;éo do DPPH (%) — 100 — (Absamostra—Absbranco)x 100 (eq3)

Abscontrole

3.2.14. Determinacao das propriedades fisicas das microparticulas
3.2.14.1 Morfologia das microparticulas
A morfologia foi determinada em microscopio eletrénico de varredura (JEOL

JSM-6060 LV, Japao), com fixacdo das amostras em suporte metalico com fita de


http://www-sciencedirect-com.ez66.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643816307836#bib4
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carbono, apds as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro (Elbaz
et al., 2016). A visualizagéo foi realizada com ampliacdo de 700 e 1500 X e voltagem

de excitacdo de 15 kV.

3.2.14.2. indice de solubilidade em agua e indice de absorcédo de agua

Estas propriedades foram determinadas de acordo com o método descrito por
Maruf et al. (2010). Para a analise de solubilidade, cerca de 1 g das MEP e 30 mL de
agua foram agitados em agitador de tubos por 1 min. Logo apds, a mistura foi
incubada em banho (Quimis Q304M, Brasil) a 30 °C por 30 min, e na sequencia
centrifugada a 2090 g durante 15 min. O sobrenadante foi seco em estufa (Nova
ética, Brasil) a 105 °C por 5 h. A quantidade de sélidos no sobrenadante seco, com
uma percentagem dos solidos secos totais na amostra original de 1 g, foi um
indicador do indice de solubilidade em &gua.

A absorcdo de agua foi calculada pela equacéo 4, onde o peso dos sélidos
consiste no sedimento restante apds centrifugacdo e a retirada da agua. Os
resultados foram expressos em porcentagem de absorcdo de agua das

microparticulas. A andlise foi realizada em triplicata.

Peso dos sb6lidos umidecidos

AA (%) = (eq.4)

Quantidade inicial de microparticulas

3.2.14.3. Higroscopicidade

Cerca de 1 g das MEP foram incubadas a 25 °C em um recipiente hermético
com uma solucao saturada de NaCl (75% HR). ApGs 7 dias, a higroscopicidade foi
avaliada através da pesagem das amostras, a cada 24 h até o equilibrio ser atingido.
Os resultados foram expressos em porcentagem, referentes a gramas de agua
absorvida por 100 g* de amostra seca e a andlise foi realizada em triplicata (BUSCH
et al., 2017).

3.2.14.4. Atividade de agua

A atividade de agua (ay) foi medida por leitura direta de, aproximadamente, 1
g de amostra das MEP no equipamento (Aqualab Novasina, Brasil) de acordo com a
AOAC (1995). A analise foi realizada em triplicata.
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3.2.15. Aplicacao das microparticulas de propolis em produtos alimenticios
As microparticulas foram adicionadas em pudim e em queijo Minas Frescal;
alimentos escolhidos por ndo conterem a presenca de compostos fendlicos em sua

composicao.

3.2.15.1. Aplicacéo das microparticulas de propolis em pudim

Para o preparo do pudim foi utilizado 25 g de pé para pudim (Lowcucar,
Brasil), 500 mL de leite UHT integral e 0,01 g g"*pudim de particulas. O p6 do pudim
foi misturado ao leite e aquecido até a fervura, apés mantido por 2 min sob
aguecimento em temperatura de 85 £ 3 °C e agitagdo manual, momento em que as
microparticulas foram adicionadas. Apds o resfriamento, o pudim foi mantido sob

refrigeracédo (6 - 8 °C) por 24 h para a realizagdo da andlise de digestéo in vitro.

3.2.15.2. Aplicacéo das microparticulas de prépolis em queijo Minas Frescal

Para avaliacdo da digestdo das microparticulas foi preparado queijo Minas
Frescal, segundo Malheiros et al. (2012) com a adicdo de 1% de microparticulas
(p/p) em relacdo a matéria seca (contendo aproximadamente 6 mg de compostos
fendlicos da prépolis). No preparo foram utilizados leite pasteurizado (Pomerano,
Brasil), cloreto de célcio (0,2 g L™) e coagulante liquido quimosina (Ha-La, Brasil).
Apoés a adicdo do cloreto de calcio em 1 L de leite a 38 °C, 1 mL do coagulante
guimosina foi previamente diluido em agua fria e adicionado ao leite, sendo o leite
homogeneizado e mantido em repouso por 50 min a temperatura de 31 °C até obter-
se o ponto da coalhada. A coalhada foi entdo cortada em cubos e homogeneizada
por 30 min, até obter-se pequena firmeza nos graos, que se tornaram arredondados.
Posteriormente, a massa coalhada foi enformada em formas perfuradas e deixadas
escorrer em superficie limpa por 30 min. Ao final do dessoramento, as
microparticulas (0,01g gqueijo) foram adicionadas ao queijo para evitar perdas com
a dessora, juntamente com a adicdo de 2 g L™ de cloreto de sédio. A massa foi
levemente homogeneizada e deixada em repouso para a obtencdo da unido dos
graos. Apos a viragem, os queijos foram desenformados e mantidos sob refrigeracao

(6-8 °C) por 24 h para a realizacdo da analise de digestéo in vitro.
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3.2.17. Digestéo in vitro

Foram realizados ensaios de digestdo in vitro com 8 g dos produtos
alimenticios (queijo e pudim) nos quais foram adicionadas as microparticulas. As
simulagBes do meio digestivo utilizando o suco gastrico e intestinal foram realizadas
segundo procedimentos descritos por Donhowe et al. (2014), com algumas
modificacdes (Tabela 1). A digestdo gastrica foi iniciada adicionando 12 mL de suco
gastrico em banho com agua a 37 °C com agitacdo orbital a 120 rpm (Dubnoff, Nova
ética, Brasil), o qual foi mantido por 2 h, apds simulou-se a digestao intestinal pela
adicéo de 12 mL de suco intestinal e 6 mL de sais biliares ao mesmo frasco, sendo
mantido por mais 4 h. O tempo total de reacdo foi de 360 min, sendo retiradas
aliquotas a cada 60 minutos para a realizacdo da analise do total de compostos
fendlicos (item 3.2.7.). A porcentagem de liberagdo dos compostos fendlicos foi
calculada de acordo com a equacdo 5, onde o total de compostos fendlicos
microencapsulados (equivalente a 100 % de liberacdo) foi analisado apos a ruptura

das microparticulas (conforme item 3.2.6.).

Compostos fendlicos liberados x100

Liberagao (%) = Total de compostos fenéblicos microencapsulados (eq' 5)
Tabela 1. Composicao dos fluidos gastrico e intestinal utilizados na digestao in vitro
Suco Gastrico Suco Intestinal Sais Biliares
5,5 mg mL™” NaCl 14 mg mL™*NaCl 10,58 mg mL*NaCl
1,6 mg mL™KCl 1,1 mg mL™KCl 0,75 mg mL*KCl
0,5 mg mL*NAH,PO, 6,8 mg mL*NaHCO; 11,57 mg mL*NaHCO;
0,8 mg mL™*CaCl,.2H,0 0,16 mg mL*KH,PO,
0,6 mg mL*NH,CI 0,1 mg mL*MgCl,
6,5 mL HCI 180 pL HCI 150 pL HCI
0,2 mg mL*ureia 0,2 mg mL*ureia 0,5 mg mL'ureia
5 mg mLpepsina 18 mg mL*pancreatina 60 mg mLsais biliares

pH: 1,3+0,2 pH: 8,1 +0,2 pH: 8,2 + 0,2
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3.2.18. Analise estatistica

Os valores obtidos foram expressos em médias = desvio padrdo, e todas as
analises foram realizadas em triplicata e posteriormente submetidas a analise de
variancia usando S.A.S 9.1 (Cary, NC).

O teste de Tukey (p<0,05) foi utilizado na comparagcéo dos resultados dos
materiais de parede quanto a eficiéncia, capacidade antioxidante, rendimento,
solubilidade, absorcao, higroscopicidade, a,, e digestédo in vitro. O teste de Dunnet
(p=0,05) foi utilizado na comparagao dos resultados da capacidade antioxidante do

extrato de propolis e das microparticulas com

3.3. Resultados e discusséo

3.3.1. Identificacao e quantificacdo dos compostos fenélicos por LC-ESI-gTOF-MS
Foram identificados 13 compostos fendlicos nos extratos de propolis, sendo

que a apigenina (9,21 mg g*) foi o principal componente, seguido da luteolina (4,00

mg g) (Tabela 2).
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Tabela 2. Compostos fendlicos no extrato de prépolis, analisados por LC-ESI-gTOF-MS

RT ”." z | m/ £ Erro mSig Formula ificach Quantificaga
[min] Experimenta Teorica [opm] ma molecular Identificagcdo 0] .

[M-H] [M-H] (mggr)*
384 1690123 169,0142 114 247  CsHOs  Acidogalico  0:09%0.01
804 3530865 3530878 3,7 147  CyeHiOe Acido 0,40+0,07

clorogénico
Acido 4-
806 1370236 137,0244 62 009 C,HeOs  hidroxibenzoi ~ 0:90+0.02
co
849 1790339 1790350 62 45 CoHeOs  Acido cafeico ~ 0:91%0.6
881 6091453 6091461 13 334  CyHsOug Rutina 0,01£0,00
0,36 163,0394 163,0401 3,9 02 CoHgOs Acido p- 0,90+0,07
cumarico
9,70 193,0499 193,0506 3,9 16,1  CioHyO. Acido ferdlico ~ 2°¥0.21
1073 301,0351 301,0354 0,9 24,9  CyiHpO;  Quercetina  0:24%0.05
11,03 2850408 2850405 16 242  CysHioOs Luteolina 4,00£0,33
11,43 2850405 2850405 -0,3 400  CiHiOs  Kaempferol — 133%0.12
12,91 253,0496 253,0506 4,2 295  CysHyoOu Crisina 0,2520,05
12,97 2550653 2550663 3,8 266  CuiHpO, Pinocembrina  1+06%0.20
9,21+1,02

13,15 269,0465 269,0455 -3,7 15,2 Ci5H1005 Apigenina

Confirmado com MS / MS; RT = tempo de retencdo; £ mSigma, se encaixa entre o padréo
isotopico medido e tedrico (menor o valor mSigma, melhor o ajuste isotdpico).

Estes resultados estdo proximos aos encontrados por Neto et al. (2017), ao
analisarem propolis vermelha oriunda do estado de Pernambuco (Brasil); porém, a
luteolina (7,51 mg g*) foi o composto fendlico predominante. Andrade et al. (2017)
analisaram propolis marrom do estado de Alagoas (Brasil) e encontraram em
maiores concentracées, os flavonoides artepellin C (3,72 mg g™), kaempferide (3,48
mg g}), kaempferol (0,61 mg g*) e pinocembrina (1,66 mg g™); e dentre os acidos
fendlicos, p-cumarico (2,64 mg g, clorogénico (1,76 mg g™) e cafeico (0,59 mg g™).
A luteolina (0,04 mg g) e a apigenina (0,03 mg g™*) estavam presentes em baixas

guantidades quando comparado aos dados encontrados no presente estudo. Waller
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et al. (2017) analisaram prépolis marrom da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul
(Brasil) e encontraram o acido p-cumarico (3,39 mg g™) como sendo o composto
majoritario. No entanto, neste estudo analisando a propolis da cidade de Rio Grande
(RS, Brasil) os flavonoides foram encontrados em maiores concentracbes, mas
dentre os acidos fendlicos, o &cido ferdlico esteve presente em maior concentracao
(25 mg g™?).

A propolis apresenta uma composicdo quimica muito variada, mas em se
tratando de compostos fendlicos, a literatura demonstra que sdo frequentemente
relatados os acidos cafeico, acido p-cumarico, acido ferulico, a quercetina,
apigenina, luteolina, galangina, miricetina, pinocembrina e rutina, com variagdes
guantitativas (AHN et al., 2007; Dos REIS et al, 2017; BUSCH et al., 2017). Os
compostos fendlicos identificados neste trabalho (Tabela 2) possuem grupos
hidroxila ligados ao anel aromético, que os tornam capazes de formar ligacdes do
tipo pontes de hidrogénio, dipolo-dipolo e ion-dipolo com os aminoacidos polares
presentes nas proteinas.

Os resultados obtidos evidenciam as diferencas quantitativas nos compostos
fendlicos de amostras de propolis de mesma coloragdo marrom, mas produzidas em
regides diferentes. Alguns fatores como, a diversidade na vegetacédo das regides, 0
periodo de coleta e a matéria-prima utilizada pelas abelhas, sdo alguns dos fatores
qgue influenciam na diversificagdo da composi¢cao quimica da propolis (NETO et al.,
2017).

3.3.2. Eficiéncia de encapsulacdo e capacidade antioxidante das microparticulas de
propolis

Todas as microparticulas avaliadas mostraram alta retencéo (de 70,21 a
90,20%) do total de componentes fendlicos do extrato de prépolis que era de 43, 82
mg g (Tabela 3). Os resultados de eficiéncia de encapsulacéo variaram de acordo
com o material de parede, sendo que a utilizacdo das proteinas de arroz e de ervilha
possibilitou a obtencdo de valores de eficiéncia significativamente superior em
relacdo a utilizacdo das demais proteinas.

A afinidade de um determinado composto com a proteina pode estar
relacionada ao perfil de aminoacidos da proteina, que, por sua vez, depende da

fonte a partir da qual a proteina provém, além disso, também exercem influéncia a
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estrutura e a conformacdo da proteina e as propriedades do composto que se
deseja encapsular (TARHINIA; GREIGE-GERGES; ELAISSARIA, 2017).

Embora tenham sido observadas perdas de compostos fendlicos, que foram
atribuidas em parte a adesdo das microparticulas ao atomizador e também pela
degradacdo destes compostos devido as altas temperaturas utilizadas no processo
por spray drying sob a exposicdo ao oxigénio, quando comparado ao extrato de
prépolis puro, a obtencdo das microparticulas aumenta as perspectivas para que a

prépolis se torne um ingrediente natural para aplicagcdo em produtos alimentares.

Tabela 3. Eficiéncia de encapsulagdo e capacidade antioxidante das microparticulas de prépolis

Eficiéncia de encapsulagéo

Materiais de parede %) Inibicdo do DPPH (%)
EP —_— 88,37 +1,32
PCA 90,20 + 1,902 86,93 + 0,522
PCE 89,25 £ 1,462 81,85 + 0,65b*
PIS 70,21 £ 0,94c 80,98 + 0,92b*
O 73,36 + 0,03b 73,41 £ 0,14c*

Médias acompanhadas por mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
avaliando o extrato de prépolis microencapsulado, dentro de cada material de parede. * Significativo
em relagdo ao controle (Extrato de Prépolis) pelo teste de Dunnett (p<0,05). Média de trés repeticbes
+ desvio padrdo. PCA: proteina concentrada de arroz; PCE: proteina concentrada de ervilha; PIS:
proteina isolada de soja; O: ovoalbumina.

A proteina de arroz possui quatro fracdes majoritarias na sua composicao:
albumina (5-10%), globulina (7-17%), glutelina (75-81%) e prolamina (3-6%)
(AMAGLIANI et al., 2017), enquanto as proteinas de armazenamento das
dicotiledbneas, como as proteinas de ervilha e de soja, apresentam na sua
constituicdo, principalmente, as albuminas (18-25%) e as globulinas (55-80%)
(STONE et al., 2015). A ovoalbumina por sua vez, sendo uma proteina de origem
animal apresenta como fragbes majoritarias a albumina (60-68%) e globulinas (8-
12%) (VISENTINI et al., 2017). Assim, as proteinas de ervilha, soja e a ovoalbumina,
apresentam alta proporcdo de fragcdes polares (albumina e/ou globulina), o que
justifica os valores de eficiéncia de encapsulacdo obtidos, ja que grande parte dos
compostos fendlicos da propolis também apresentam carater polar. A proteina de

arroz apresenta em maior propor¢cdo a glutelina, que é insoluvel em agua, no
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entanto, com esta proteina foram obtidos altos valores de eficiéncia de
encapsulacéo.

Quanto a capacidade antioxidante (Tabela 3), as microparticulas de extrato de
prépolis, independente do material de parede, mantiveram a alta atividade de
eliminacao dos radicais livres DPPH (73,41 a 86,93%), sendo que as obtidas com a
proteina de arroz e de apresentaram 0s maiores percentuais na inibicdo do radical
DPPH. Além disso, ndo foi observada diferenca significativa na atividade
antioxidante das microparticulas com proteina de arroz em relagcdo ao extrato de
prépolis, pelo teste de Dunnett (p<0,05). A prépolis desperta grande interesse por
ser uma fonte de antioxidantes naturais devido a presenca de compostos fendlicos,
0S quais protegem o organismo humano (AHN et al., 2007).

Constatou-se que o material de parede exerceu influencia na capacidade
antioxidante das particulas, sendo que, a microparticula com proteina de arroz
apresentou o valor mais alto (86,93%). Por ser uma caracteristica marcante na
prépolis, considera-se de grande relevancia a microencapsulacdo preservar esta
caracteristica. Esses resultados demonstram que a microencapsulacdo aumenta as
perspectivas para que a propolis se torne um ingrediente natural para aplicacdo em

produtos alimentares.

3.3.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

No termograma de DSC do extrato de prépolis (figura 1: al, a2, a3 e a4), foi
identificado como sendo os principais 0s eventos endotérmicos nas temperaturas de
55 °C, 170 °C, 182 °C, 220 °C e 230 °C. De acordo com Elbaz et al. (2016), os
eventos endotérmicos no extrato de propolis sdo referentes a eventos de fusédo de

Compostos.
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Figura 1. Termogramas de DSC: al) extrato de prépolis, b1l) proteina de arroz, c1) microparticula de
extrato de propolis com proteina de arroz. a2) extrato de préopolis, b2) proteina de ervilha, c2)
microparticula de extrato de propolis com proteina de ervilha. a3) extrato de prépolis, b3) proteina de
soja, ¢3) microparticula de extrato de prépolis com proteina de soja. a4) extrato de prépolis, b4)
proteina ovoalbumina, c4) microparticula de extrato de prépolis com proteina ovoalbumina.

No geral, foi observado um anico pico endotérmico a 182 °C, 172 °C, 170 °C e
175 °C, para as proteinas de arroz, de erviha, de soja e a albumina,
respectivamente (Figura 1: b1, b2, b3, b4). Esse pico acredita-se estar associado a
temperatura final de desnaturacéo proteica (AMAGLIANI et al., 2017; VISENTINI et
al., 2017). Para as proteinas de soja e ovoalbumina nas temperaturas de 290 °C e
280 °C, respectivamente, pode-se visualizar o inicio de eventos exotérmicos, 0s
quais sao referentes a degradacgéo térmica da proteina (ELBAZ et al., 2016).

Nos termogramas das microparticulas pode-se observar eventos
°C, 184 °C, 200 °C e 179 °C,

respectivamente, para as microparticulas com arroz, com ervilha, com soja e com a

endotérmicos nas temperaturas de 170

ovoalbumina (Figura 1: cl1, c2, c3, c4). Os eventos endotérmicos presentes no
extrato de propolis ndo foram observados nos termogramas de nenhuma das

microparticulas analisadas, 0 que sugere que ocorreu a microencapsulacdo dos
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compostos presentes no extrato de propolis (ELBAZ et al., 2016). Além disso, pode-
se observar o deslocamento do evento endotérmico para temperaturas superiores,
das microparticulas em que as proteinas de ervilha e de soja (Figura 1- c2, c3) foram

utilizadas como material de parede, o que indica maior estabilidade térmica dessas
microparticulas.

3.3.4. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

Na figura 2 estdo demonstrados os espectros ATR-FTIR das proteinas, do
EPL e das MEP.
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Figura 2. Espectros de ATR-FTIR para a) MPA: microparticula de extrato de propolis (EP) com
proteina de arroz (PA); b) ME: microparticula de EP com proteina de erviha (PE); c) MS:

microparticula de EP com proteina de soja (PS); d) MO: microparticula de EP com ovoalbumina (PO).
EPL. Extrato de prépolis liofilizado.

No espectro do EPL foi encontrada uma banda larga entre 3560 cm™ — 3100
cm™ que é caracteristica do estiramento O-H, o qual esta presente nos compostos
fendlicos. As bandas na regido entre 2946 cm™ - 2834 cm™ sdo vibracdes

caracteristicas de ligacdo C-H de grupos alifaticos (CH,, CH3). As vibracbes entre
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1700 cm™ - 1584 cm™ correspondem aos alongamentos C=C do anel aromatico, e,
além disso, foi observado um estiramento em 1148 cm™, o qual é caracteristico do
grupamento do éter presente nos flavonoides (C-O).

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de Nascimento et al.
(2016), os quais relatam espectros ATR-FTIR do extrato de prépolis em 3336 cm™
atribuidos ao grupamento hidroxila (O-H) de compostos fendlicos, além das
absorcées em 1617, 1496 e 1450 cm™ correspondentes aos trechos C = C de anel
aromatico e a banda em 1045 cm™ atribuida ao estiramento da ligagcdo C-O de éter
aromatico (para flavonoides). No trabalho de Ballasteros et al. (2017) foi analisado o
espectro FITR dos compostos fendlicos antioxidantes do café, e a banda em 2930
cm™ também foi identificada como sendo um estiramento CH, e CHjs, relacionado
com compostos aromaticos semelhante a estrutura do anel dos compostos fendlicos,
como os flavonoides.

Os espectros de todas as proteinas apresentaram uma banda forte referente
ao estiramento axial em 3270 cm™, associado as ligacdes O-H sobreposta & banda
de estiramento da ligacdo N-H. As bandas fracas de estiramento axial em 2940 cm™
- 2922 cm™ sdo atribuidas & ligacdo C-H. Todos os espectros também apresentaram
bandas médias a fortes entre 1623 cm™ — 1516 cm™, o que é caracteristico da
deformacdo angular simétrica de grupamentos amina presente nas proteinas. Costa
et al. (2015) microencapsularam &cido linoleico conjugado utilizando proteina de
ervilha como material de parede e encontraram resultados semelhantes para o
espectro FTIR da proteina de ervilha.

Os espectros de FTIR das MEP demonstraram similaridade, com a maioria
das bandas caracteristicas das proteinas, mas com diferentes intensidades de
transmitancia em determinados picos. Os espectros demonstraram bandas
caracteristicas da proteina entre 1632 cm™ - 1526 cm™, porém, pode ser observado
que houve uma intensa reducéo das bandas em 3261 cm™ e 1642 cm™ - 1545 cm™,
guando comparado ao espectro das referidas proteinas, indicando que estas
ligacbes estdo envolvidas na formagdo das microparticulas. Além disto, nédo foi
possivel detectar o perfil do extrato de propolis nos espectros das MEP, o que
sugere a encapsulacao.

Siripatrawan et al. (2016) ao realizarem filmes de quitosana incorporados de
extrato de propolis observaram além da diminui¢cdo na intensidade das bandas no

extrato de prépolis em 1700 cm™ (C=0 do grupo carboxilico) e em 1660 cm™ (C=C
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do anel aromético), o surgimento de uma nova banda em 1257 cm™ a qual foi
atribuida a vibracdo de flexdo de grupamentos OH do fenol presente no extrato de
prépolis.

Dessa forma, a técnica ATR-FTIR demonstrou ter ocorrido a encapsulacéo do
extrato de prépolis por spray drying, evidenciando que as proteinas foram eficazes

como material de parede na encapsulagéo.

3.3.5. Difracdo de Raios-X

O difratograma da propolis demonstrou picos em torno de 21 ° e 23 ° (Fig. 3),
pontiagudos e estreitos, caracteristico de material cristalino. Outros autores também
encontraram resultados semelhantes em extrato de propolis, sendo relatado como
material cristalino (SHANG-JUNG et al., 2014; ROSSETO et al., 2017).
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Figura 3. Espectros de difracéo de raios-X de extrato de prépolis liofilizado (EPL), das microparticulas
vazias (MV), e das microparticulas de extrato de prépolis (MP). MVA: microparticula vazia com
proteina de arroz; MA: microparticula de extrato de propolis com proteina de arroz; MVE:
microparticula vazia com proteina de ervilha; ME: microparticula de extrato de propolis com proteina
de ervilha; MVS: microparticula vazia com proteina de soja; MS: microparticula de extrato de propolis
com proteina de soja; MVO: microparticula vazia com proteina ovoalbumina; MO: microparticula de
extrato de propolis com ovoalbumina.

Por outro lado, os difratogramas das MV e das MEP apresentaram halos
difusos, com bases alargadas, sendo caracteristico de materiais no estado amorfo.

Trabalhos relatam melhora na digestdo e na solubilidade dos compostos amorfos,
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além do possivel aumento na solubilidade dos p6s (BOTREL et al., 2014; GOMEZ-
ESTACA; GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015).

Ao comparar os difratogramas do EPL com o das MEP obtidas, € observado
gue todas as MEP obtidas independente da proteina utilizada, ocorreu uma reducao
nos sinais, com o desaparecimento dos picos em 21,0 ° e 23 °C do EPL, o que pode
indicar uma interagdo dos compostos presentes no EPL com as proteinas utilizadas

como material de parede.

3.3.6. Morfologia das microparticulas

A microencapsulacdo do extrato de prépolis com as proteinas vegetais
(Figura 4 - A, B, C, D, E, F) resultou em microparticulas com formato e superficie
desuniforme e com rugosidades, além de tamanhos variados, sendo que a utilizacéao
da proteina de arroz possibilitou a formacdo de microparticulas de tamanhos
superiores aquelas obtidas com as demais proteinas. As microparticulas produzidas
com a ovoalbumina como material de parede resultaram em formato esférico,
superficie com concavidades e tamanhos variados (figura 4 — G, H), além de
apresentar dimensoes inferiores as demais.

Foi observado maior agregacdo nas microparticulas produzidas com proteina
de arroz e soja, as quais apresentaram também os maiores valores de
higroscopicidade (22,93 e 13,45% respectivamente), evidenciando a influéncia desta

caracteristica fisica na morfologia das microparticulas.
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Figura 4. Imagens da morfologia das microparticulas de extrato de prépolis com proteina de arroz (A-
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Os materiais secos por spray drying geralmente apresentam um formato
esférico, porém sabe-se que a natureza dos materiais de parede, a sua composicao,
0s parametros de secagem e as condicdes de armazenamento podem influenciar
nas caracteristicas de superficie das microparticulas (PIERUCCI et al., 2007,
COSTA et al., 2015).

A formacdo de rugosidades ou invaginacdes nas microparticulas tem sido
atribuida a velocidade de secagem e propriedades viscoelasticas do material de
parede. Essa caracteristica ndo € considerada adequada, pois microparticulas com
superficies irregulares podem apresentar rapida liberacdo do material encapsulado
(COSTA et al., 2015). Entretanto, as caracteristicas observadas nas microparticulas
avaliadas no presente trabalho, como rugosidades e agregacdo das microparticulas,
também foram relatadas por outros autores que produziram particulas utilizando
proteinas como material de parede e a encapsulacéo por spray drying (BRUSCHI et
al., 2003; PIERUCCI et al., 2007; CHOI et al., 2010; COSTA et al., 2015).

No entanto, neste trabalho ndo foram observados fissuras e rachaduras em
nenhuma das microparticulas obtidas, o que € considerado como importante
caracteristica para uma apropriada encapsulacdo do extrato de prépolis. Segundo
Busch et al. (2017), tais caracteristicas garantem uma barreira do material de parede
e uma melhor protecdo do nucleo.

H& pesquisas indicando que as interacdes entre os carboidratos e as
proteinas influenciam na textura da superficie das particulas atuando como
plastificantes, possibilitando formatos uniformes e de superficie lisa (BRUSCHI et al.,
2003; COSTA et al., 2015).

3.3.7. Rendimento e propriedades fisicas das microparticulas de propolis

O rendimento das microparticulas variou conforme a proteina utilizada, mas
no geral foi considerado baixo (Tabela 4), sendo que a utilizacdo da ovoalbumina e
da proteina de ervilha como materiais de parede proporcionaram rendimento de

microparticulas significativamente superior, em relacdo as proteinas de arroz e soja.
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Tabela 4. Rendimento e propriedades fisicas das microparticulas de prépolis

Materiais de Rendimento Solubilidade Absorc¢éo Higroscopicidade

a
parede (%) (%) de agua (%) (%) "

Proteina de Arroz 27,90+6,68"  1,55+0,34° 3,45+0,11° 22,9342 52 0,27+ 0,04%
Proteina de Ervilha  41,33+4,71*  35,62+3,15°  4,81+0,16" 7,35+0,3° 0,29+ 0,05°
Proteina de Soja 20,09+5,00°  22,49+2,76°  4,63+1,07" 13,45+0,5" 0,26+ 0,03

Ovoalbumina 52,67+2,36°  81,47+3,342 8,81+2,07° 10,95+0,1° 0,31+ 0,04°

Médias acompanhadas por mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05),
avaliando o extrato de propolis microencapsulado, dentro de cada material de parede. Média de trés
repeticdes + desvio padréo.

O processo de microencapsulacdo utilizando o por spray drying € considerado
simples, rapido e de baixo custo. No entanto, conforme relatado por Nesterenko et
al. (2013), o rendimento do produto obtido é baixo, devido a adesdo do p6 ao
secador de pulverizacdo. Além disso, quando utilizado altas concentracdes de
proteinas, ocorre menor recuperacao do po, pois as proteinas formam peliculas, que
se tornam rapidamente pegajosas (MOSER et al., 2017). Estudos demonstraram
que a utilizacdo de carboidratos associados a proteinas, possibilita o aumento do
rendimento de microparticulas obtidas por spray drying, devido a reducdo do
comportamento adesivo (viscosidade) entre as particulas e a parede do spray drying
(FANG; BHANDARI, 2012). Bruschi et al. (2003), observaram que pela adicdo de
manitol a gelatina foi possivel aumentar o rendimento de encapsulacdo de 28,46%
para 51,48%, utilizando a técnica de spray drying.

A solubilidade e a absor¢cdo de agua das microparticulas foram dependentes
do material de parede utilizado (Tabela 4). A utilizagdo da ovoalbumina como
material de parede resultou em microparticulas com solubilidade e absorcédo de agua
significativamente superiores (81,47% e 8,81%); possivelmente, em funcdo da
presenca majoritaria de aminodacidos polares na constituicdo desta proteina. Choi et
al. (2010) encontraram alta solubilidade (86,90%) ao utilizar uma proteina de origem
animal (proteina concentrada do soro do leite) como material de parede em
microparticulas de acido linoleico conjugado. No entanto, a microparticula com a
proteina de arroz apresentou resultados de solubilidade significativamente inferiores
as demais, o que segundo Kuck e Norefia (2016), estaria relacionado ao tamanho de
particula obtida, pois, quanto menor o tamanho de particula maior a area da

particula que sera hidratada, o que pode ser observado na Figura 4, onde a
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microparticula com proteina de arroz exibiu tamanho superior as demais
microparticulas.

As microparticulas apresentaram grande variabilidade em higroscopicidade
(Tabela 4), onde as microparticulas de proteina concentrada de arroz apresentaram-
se significativamente mais higroscopicas em relacdo as demais. Portanto, para o
armazenamento por longos periodos, recomenda-se ambiente com baixa umidade
ou a utilizacdo de embalagens com baixa permeabilidade ao vapor de agua. Por
outro lado, as microparticulas de proteina de soja e ovoalbumina apresentaram
valores intermediarios e aquelas formadas com proteina de ervilha, valores baixos
de higroscopicidade foram obtidos.

O material de parede ndo afetou a a, das microparticulas, ndo havendo
diferengas significativas (p<0,05) entre as microparticulas elaboradas com os
diferentes materiais de parede. Os valores obtidos estdo condizentes com o0s
relatados na literatura para microparticulas de prépolis com gelatina e manitol
(BRUSCHI et al., 2003) e para microparticulas de propolis com amido e goma
arabica (da SILVA et al.,, 2013), ambas obtidas por atomizacdo. Estes resultados

garantem a estabilidade microbiol6gica do material (da SILVA et al., 2011).

3.3.8. Digestéo in vitro

Na digestdo in vitro sdo simulados os fluidos géstrico e intestinal para que
ocorra a liberacdo dos compostos fendlicos encapsulados. Durante as duas
primeiras horas analisadas, é simulada a fase gastrica (estdmago), e as quatro
horas posteriores corresponderam a fase intestinal (intestino delgado) (DONHOWE
et al., 2014).

O perfil de liberacdo dos compostos fendlicos variou de acordo com o material
de parede e com o alimento no qual as microparticulas foram aplicadas (figura 5).
No geral, ndo houve diferenca significativa na liberacdo dos compostos fendlicos das
microparticulas em relagdo ao tempo de liberagdo analisado (p<0,05), sendo o
comportamento de liberacdo das microparticulas dependente do fluido e material de

parede avaliado.
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Figura 5. Liberacdo dos compostos fendlicos de queijo e pudim adicionados de microparticulas de
extrato de propolis, durante a simulagdo do trato gastrointestinal, onde os primeiros 120 minutos
correspondem a fase gastrica (estbmago) e dos 180 minutos até os 360 minutos a fase intestinal
(intestino delgado). (As barras verticais representam os intervalos de confianca a 95%).

Conforme a Figura 5, a aplicacdo das microparticulas em queijo Minas
Frescal possibilitou a liberacdo dos compostos fendlicos no fluido gastrico (até 120
minutos) de, em média, 8,28%, 25,70%, 9,45%, 14,39% para as microparticulas com
a utilizacdo dos materiais de parede: proteinas de arroz, de ervilha, de soja e de
ovoalbumina, respectivamente. Na fase intestinal, a liberacdo foi de, em média,
28,79%, 80,82%, 28,82% e 43,96%, para as microparticulas com proteinas de arroz,
de ervilha, de soja e de ovoalbumina, respectivamente. Portanto, as microparticulas
com proteina de ervilha demonstraram o perfil mais adequado de liberacdo dos
compostos fendlicos, pois a maior concentracao destes foi liberado nas condicdes
intestinais, alcancando 89,64% de liberacdo ap6s 300 min da digestéo in vitro. Esse
perfil € considerado ideal devido aos compostos fendlicos serem absorvidos no
intestino (JIA et al.,, 2016). A liberacdo adequada é fundamental para que ocorra
evolucdo na biodisponibilidade do composto ativo, assegurando que a quantidade
ideal seja absorvida no local desejado (JIA et al., 2016). A absor¢cédo dos compostos
fendlicos ocorre ap6s a hidrolise enzimatica no intestino ou pela microflora do célon
(KUCK; WESOLOWSKI; NORENA, 2017).

T
360
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Quando as microparticulas foram aplicadas no pudim, observou-se rapida
liberacdo dos compostos fendlicos durante a fase géstrica (primeiros 120 min). As
guantidades liberadas nessa fase foram em média, 39,80%, 51,51%, 26,82% e
49,10%, para microparticulas com proteina de arroz, de ervilha, de soja e de
ovoalbumina, respectivamente. Durante a fase intestinal (180 aos 360 min), houve
liberacdo de, em média, de 100%, 86,47%, 55,26% e 91,07%, para microparticulas
com proteina de arroz, de ervilha, de soja e de ovoalbumina, respectivamente.
Assim, das microparticulas avaliadas para a aplicagdo no pudim, aquela formada
com a proteina de arroz possibilitou a obtencdo dos melhores resultados, ocorrendo
na fase intestinal 100% de liberacdo dos compostos fendlicos.

O aquecimento (abaixo de 90 °C) e a agitacdo empregados no preparo do
pudim, além do maior teor de agua, proporcionaram maior liberacdo dos compostos
fendlicos nas condi¢cdes gastricas; porém, também maiores concentracdes foram
observadas no fluido intestinal. Portanto, com excec¢do das microparticulas formadas
com a proteina de ervilha, para as demais microparticulas a melhor aplicacéo seria
no pudim.

Desta forma, os resultados demonstram que o tipo de processamento e a
composicdo do alimento sdo fatores decisivos para a melhor aplicacdo das

microparticulas, de forma a afetar a biodisponibilidade dos compostos encapsulados.

3.4. Concluséo

O extrato de prépolis apresentou alta concentracdo de flavonoides, sendo a
apigenina o composto majoritario. As microparticulas de extrato de propolis com
proteina concentrada de arroz e proteina concentrada de ervilha apresentaram alta
eficiéncia de encapsulacao e atividade antioxidante. As técnicas de DSC, ATR-FTIR
e difracdo de raios-X confirmaram a encapsulacdo. Além disso, maior estabilidade
térmica foi observada para as microparticulas produzidas com proteina de ervilha e
de soja.

As microparticulas obtidas apresentaram diferentes formas, tamanhos e
caracteristicas da superficie, independente do material de parede utilizado. As
microparticulas sdo adequadas para o armazenamento devido a baixa
higroscopicidade (proteina de ervilha) a moderada (proteina de soja e albumina de
ovo) e baixa a,. Maiores precaucdes devem ser tomadas ao armazenar a

microparticula com proteina concentrada de arroz. As microparticulas produzidas
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com proteina de ervilha foram mais adequadas para a producdo de queijo Minas
Frescal, por apresentarem maior liberacdo no intestino, enquanto que as outras

microparticulas foram mais adequadas para a aplicagcdo em pudim.

Agradecimentos

A CAPES pela concessdo da bolsa de doutorado, a FAPERGS pelo apoio
financeiro, ao CEME-SUL (FURG) pela anélise de MEV e difracdo de Raios-X e ao
Centro de Desenvolvimento e Controle de Biomateriais (CDC-Bio/UFPel) pela
analise de ATR-FTIR.

Referéncias

AHN, M. R.; KUMAZAWA, S.; USUI, Y.; NAKAMURA, J.; MATSUKA, M.; ZHU, F.;
NAKAYAMA, T. Antioxidant activity and constituents of propolis collected in various
areas of China. Food Chemistry, v. 101, p. 1383-1392, 2007.

ALISHAHI, A.; MIRVAGHEFI, A.; TEHRANI, M. R.; FARAHMAND, H.;
SHOJAOSADATI, S.A.; DORKOOSH, F.A.; ELSABEE, M. Z. Shelf life and delivery
enhancement of vitamin C using chitosan nanoparticles. Food Chemistry, v. 126, p.
935-940, 2011.

ALVES, E.; KUBOTA, E. H. Conteudo de fendlicos, flavonoides totais e atividade
antioxidante de amostras de propolis comerciais. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Bésica e Aplicada, v. 34, 1, p. 37-41, 2013.

AMAGLIANI, L.; OREGAN, J.; KELLY, A. L.; OMAHONY, J. A. Composition and
protein profile analysis of rice protein ingredients. Journal of Food Composition
and Analysis, v. 59, p. 18-26, 2017.

AOAC. Official method of analysis of AOAC International. 16th ed. Virginia, USA:
AOAC International, 1995.

BALLESTEROS, L. F.; RAMIREZ, M. J.; ORREGO, C. E.; TEIXEIRA, J. A;;
MUSSATTO, S. I. Encapsulation of antioxidant phenolic compounds extracted from
spent coffee grounds by freeze-drying and spray-drying using different coating
materials. Food Chemistry, v. 237, p. 623-631, 2017.



62

BUSCH, V. M.; PEREYRA-GONZALEZ, A.; SEGATIN, N.; SANTAGAPITA, P. R;;
ULRIH N. P.; BUERA, M. P. Propolis encapsulation by spray drying: Characterization
and stability. LWT - Food Science and Technology, v. 75, p. 227-235, 2017.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a Free Radical
Method to Evaluate Antioxidant Activity. LWT - Food Science and Technology, v.
28, p. 25-30, 1995.

BRUSCHI, M. L.; CARDOSO, M. L. C.; LUCCHESI, M. B.; GREMIAO, M. P. D.
Gelatin microparticles containing propolis obtained by spray-drying technique:
preparation and characterization. International Journal of Pharmaceutics, v. 264,
p. 45-55, 2003.

CAM, M.; ICYER, N. C.; ERDOGAN, F. Pomegranate peel phenolics:
Microencapsulation, storage stability and potential ingredient for functional food
development. LWT - Food Science and Technology, v. 55, p. 117-123, 2014.

CHOI, K. O.; RYU, J.; KWAK, H. S.; KO, S. Spray-dried conjugated linoleic acid
encapsulated with Maillard reaction products of whey proteins and maltodextrin.
Food Science and Biotechnology, v. 19(4), p. 957-965, 2010.

COSTA, A. M. M.; NUNES, J. C,; LIMA, B. N. B.; PEDROSA, C.; CALADO, V,;
TORRES, A. G.; PIERUCCI, A. P. T. R. Effective stabilization of CLA by
microencapsulation in pea protein. Food Chemistry, v. 168, p. 157-166, 2015.

DONHOWE, E. G.; FLORES, F. P.; KERR, W. L.; WICKER, L.; KONG, F.
Characterization and in vitro bioavailability of b-carotene: Effects of
microencapsulation method and food matrix. LWT - Food Science and Technology,
v. 57, p. 42-48, 2014.

DURAN, N.; MARCATO, P. D.; BUFFO, C. M. S.; AZEVEDO, M. M. M. DE;
ESPOSITO, E. Poly(e-caprolactone)/propolis extract: microencapsulation and
antibacterial activity evaluation. Pharmazie, v. 62, p. 287-290, 2007.

ELBAZ, N. M.; KHALIL, I. A.; ABD-RABOU, A. A.; EL-SHERBINY, I. M. Chitosan-
based nano-in-microparticle carriers for enhanced oral delivery and anticancer
activity of propolis. International Journal of Biological Macromolecules, v. 92, p.
254-269, 2016.



63

FANG, Z.; BHANDARI, B. Comparing the efficiency of protein and maltodextrin on
spray drying of bayberry juice. Food Research International, v. 48, p. 478-483,
2012.

GHORBANZADE, T.; JAFARI, S. M.; AKHAVAN, S.; HADAVI, R. Nano-
encapsulation of fish oil in nano-liposomes and its application in fortification of yogurt.
Food Chemistry, v. 216, p. 146-152, 2017.

GRAIKOU, K.; POPOVA, M.; GORTZI, O.; BANKOVA, V.; CHINOU, I.
Characterization and biological evaluation of selected Mediterranean propolis
samples. Is it a new type? LWT - Food Science and Technology, v. 65, p. 261-267,
2016.

HOFFMANN, J. F.; ZANDONA, G. P.; SANTOS, P. S. DOS; DALLMANN, C. M.;
MADRUGA, F. B.; ROMBALDI, C. V.; CHAVES, F. C. Stability of bioactive
compounds in butia (Butia odorata) fruit pulp and nectar. Food Chemistry, v. 237, p.
638-644, 2017.

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e estatistica. Apicultura, 2013. [online]
Disponivel na internet via WWW URL:
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/pesquisas/sintese.php Acesso em 22 de
agosto de 2016.

JIA, Z.; DUMONT, M-J.; ORSAT, V. Encapsulation of phenolic compounds presentin
plants using protein matrices. Food Bioscience, v. 15, p. 87-104, 2016.

JOYE, I. J.; MCCLEMENTS, D. J. Biopolymer-based nanopatrticles and
microparticles: fabrication, characterization, and application. Current Opinionin
Colloid InterfaceScience, v. 19, n. 5, p. 417-427, 2014.

KUCK, L. S.; NORENA, C. P. Z. Microencapsulation of grape (Vitis labrusca var.
Bordo) skin phenolic extract using gum Arabic, polydextrose, and partially hydrolyzed
guar gum as encapsulating agents. Food Chemistry, v. 194, p. 569-576, 2016.

KUCK, L. S.; WESOLOWSKI, J. L.; NORENA, C. P. Z. Effect of temperature and
relative humidity on stability following simulated gastro-intestinal digestion of
microcapsules of Bordo grape skin phenolic extract produced with different carrier
agents. Food Chemistry, v. 230, p. 257-264, 2017.

MALHEIRQOS, P. DA S.; SANT'ANNA, V.; BARBOSA, M. DE S.; BRANDELLI, A;;
FRANCO, B. D. G. DE M. Effect of liposome-encapsulated nisin and bacteriocin-like



64

substance P34 on Listeria monocytogenes growth in Minas frescal cheese.
International Journal of Food Microbiology, v. 156, p. 272-277, 2012.

MARUF, A.; MST. S. A.; JIN-CHEOL L.; JONG-BANG, E. Encapsulation by spray
drying of bioactive components, physicochemical and morphological properties from
purple sweet potato. LWT - Food Science and Technology, v. 43, p. 1307-1312,
2010.

MASCHERONI, E.; FIGOLI, A.; MUSATTI, A.,; LIMBO,S.; DRIOLI, E.; SUEVO, R;;
TALARICO, S.; ROLLINI, M. An alternative encapsulation approach for production of
active chitosan—propolis beads. International Journal of Food Science and
Technology, v. 49, p. 1401-1407, 2014.

MOSER, P.; TELIS, V. R. N.; NEVES, N. DE A.; GARCIA-ROMERO, E.; GOMEZ-
ALONSO, S.; HERMOSIN-GUTIERREZ, |. Storage stability of phenolic compounds
in powdered BRS Violeta grape juice microencapsulated with protein and
maltodextrin blends. Food Chemistry, v. 214, p. 308-318, 2017.

NESTERENKO, A.; ALRIC, I.; SILVESTRE, F.; DURRIEU, V. Review. Vegetable
proteins in microencapsulation: A review of recent interventions and their
effectiveness. Industrial Crops and Products, v. 42, p. 469— 479, 2013.

NORI, M. P.; FAVARO-TRINDADE, C. S.; ALENCAR, S. M.; THOMAZINI, M.,
BALIEIRO, J. C. C.; CASTILLO, C. J. C. Microencapsulation of propolis extract by
complex coacervation. LWT- Food Science Technology,v. 44, p. 429-435, 2011.

PIERUCCI, P. T. R.; ANDRADE, L. R.; FARINA, M.; PEDROSA, C.; ROCHA-LEAO,
M. H. M. Comparison of a-tocopherol microparticles produced with different wall
materials: pea protein a new interesting alternative. Journal of Microencapsulation,
V. 24(3): p. 201-213, 2007.

RAY, S.; RAYCHAUDHURI, U.; CHAKRABORTY, R. An overview of encapsulation
of active compounds used in food Products by drying technology. Food Bioscience,
v. 13, p. 76-83, 2016.

Dos REIS, A. S. DOS; DIEDRICH, C.; MOURA, C. DE; PEREIRA, D.; ALMEIDA, J.
DE F.; SILVA, L. D. DA; PLATA-OVIEDO, M. S. V.; TAVARES, R. A. W., CARPES,
S. T. Physico-chemical characteristics of microencapsulated propolis co-product
extract and its effect on storage stability of burger meat during storage at 15 °C.
LWT - Food Science and Technology, v. 76 p. 306-313, 2017.



65

SHANG-JUNG, Y.; JIA-JIUAN, W.; YUAN-CHUEN, W.; CHIH-FENG, H.; TZONG-
MING, W.; CHWEN-JEN, S.; CHIEH-MING, J. C. Encapsulation of propolis
flavonoids in a water soluble polymer usingpressurized carbon dioxide anti-solvent
crystallization. The Journal of Supercritical Fluids, v. 94, p.138-146, 2014.

SILVA, F. C. DA; FONSECA, C. R. DA; ALENCAR, S. M. DE; THOMAZINI, M.;
BALIEIRO, J. C. DE C.; PITTIA, P.; FAVARO-TRINDADE, C. S. Assessment of
production efficiency, physicochemical properties and storage stability of spray-dried
propolis, a natural food additive, using gum Arabic and OSA starch-based carrier
systems. Food and Bioproducts Processing, v. 91, p. 28-36, 2013.

SILVA, J. C.; RODRIGUES, S.; FEAS, X.; ESTEVINHO, L. M. Antimicrobial activity,
phenolic profile and role in the inflammation of propolis. Food and Chemical
Toxicology, v. 50, p. 1790-1795, 2012.

SIRIPATRAWAN, U.; VITCHAYAKITTI, W. Improving functional properties of
chitosan films as active food packaging by incorporating with propolis. Food
Hydrocolloids, v. 61, p. 695-702, 2016.

SPINELLI, S.; CONTE, A.; LECCE, L.; INCORONATO, A. L.; NOBILE, A. D. M.
Microencapsulated propolis to enhance the antioxidant properties of fresh fish
burgers. Journal of Food Process Engineering, v. 38, p. 527-535, 2015.

STONE, A. K.; KARALASH A.; TYLER, R. T.; WARKENTIN, T. D.; NICKERSON, M.
T. Functional attributes of pea protein isolates prepared using different extraction
methods and cultivars. Food Research International, v. 76, p. 31-38, 2015.

TARHINIA, M.; GREIGE-GERGES, H.; ELAISSARIA, A. Review. Protein-based
nanoparticles: From preparation to encapsulation of active molecules. International
Journal of Pharmaceutics, v. 522, p. 172-197, 2017.

VISENTINI, F. F.; SPONTON, O. E.; PEREZ, A. A.; SANTIAGO, L. G. Formation
and colloidal stability of ovalbumin-retinol nanocomplexes. Food Hydrocolloids, v.
67, p. 130-138, 2017.



4 Capitulo 2: Producédo de microparticulas de prépolis revestidas com proteina
de ervilha: caracterizagdo e avaliagdo das atividades antioxidante e

antimicrobiana

Resumo: A propolis possui alto teor de compostos bioativos, o que lhe confere
atividades antioxidante e antimicrobiana. Entretanto, a utilizacdo da propolis em
alimentos € limitada pela sensibilidade desses compostos as condigcdes de
processamento e além disto, seu sabor e odor sdo demasiadamente intensos.
Assim, a microencapsulacdo pode proteger os compostos bioativos e facilitar a
aplicacdo da propolis em alimentos por mascarar atributos sensoriais negativos .
Objetivou-se com este estudo produzir microparticulas, pelo método de spray drying,
utilizando diferentes concentracdes de extrato de prépolis (EP) e da proteina de
ervilha (PCE) como material de parede. Apos, realizou-se a avaliacao das atividades
antioxidante (FRAP) e antimicrobiana das microparticulas contra bactérias
patogénicas. A melhor concentracdo de EP foi de 5% (p/v) e de PCE foi de 2% (p/v),
apresentando a maior eficiéncia de encapsulagdo, maior atividade antioxidante e
melhor rendimento. O aumento na concentracdo do EP e da PCE nas
microparticulas ndo influenciou na morfologia das microparticulas, as quais
apresentaram superficie arredondada com dobras e concavidades. As técnicas ATR-
FTIR e difracdo de Raios-X demonstraram que a microencapsulacdo com a PCE
possibilitou a protecdo do EP. O EP apresentou atividade antimicrobiana frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. As microparticulas onde foram
utilizados 2,5% de EP e 2% de PCE, bem como onde utilizou-se 5% de EP e 2% de
PCE, apresentaram efeito bacteriostatico, e mesmo bactericida, contra
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Verificou-se que as
microparticulas utilizando PCE como material de parede e propolis como
componente bioativo, apresentam potencial para serem utilizadas como ingrediente
em alimentos.

Palavras-chave: Compostos fendlicos, extrato de propolis, spray drying, atividade

antioxidante, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus.

4.1. Introducao

A propolis € uma substancia resinosa formada por gomas e materiais
balsamicos coletados pelas abelhas a partir de partes de plantas, flores e pélen. Em
funcdo da presenca de compostos bioativos, apresenta importantes atividades
biolégicas como propriedades antioxidantes, antimicrobianas, antivirais,
antitumorais, anti-inflamatérias e anticancerigenas (FALCAO et al., 2010; TIVERON
et al., 2016; ANDRADE et al., 2017; ZANCANELA et al., 2017).

Compostos fendlicos, flavonoides e acidos aromaticos sdo 0s compostos

bioativos de maior relevancia na propolis. Além desses, a propolis também
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apresenta em sua composicdo 0s terpenoides, esteroides, carboidratos simples,
aminoacidos, vitaminas e minerais (ANDRADE et al., 2017).

A prépolis apresenta importante atividade antioxidante, sendo capaz de
proteger o corpo humano de danos celulares causados pelos radicais livres,
reduzindo a frequéncia de reacfes quimicas oxidativas (Do NASCIMENTO et al.,
2016; ANDRADE et al., 2017). Além disso, a propolis tem sido avaliada por
demonstrar atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, uma propriedade importante para ser utilizada como um conservante em
alimentos (SILICI; KUTLUCA, 2005; TIVERON et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017).
Entretanto, a utilizacdo direta da propolis em alimentos tem como grande limitacao
seu sabor e odor indesejaveis, assim, a encapsulacédo é uma alternativa para reduzir
os efeitos sensoriais negativos e possibilitar a sua utilizacdo como ingrediente
alimentar. Porém, estudos tém demonstrado que a encapsulacdo da prépolis pode
alterar suas caracteristicas antimicrobianas e antioxidantes, em funcédo do tipo de
material de parede e da concentracdo da propolis nas microcapsulas (BRUSCHI et
al., 2003; NORI et al., 2011; MASCHERONI et al., 2014; ALMEIDA et al., 2017).

Proteinas obtidas a partir de fontes vegetais representam um crescente
mercado para a industria alimentar devido as preferéncias dos consumidores por
produtos de baixa alergenicidade, de alto valor nutricional, que atuam na reducédo da
ocorréncia de varias doencas (cancer de célon, diabetes tipo 2, colesterol LDL e
doencas cardiacas) (ROY; BOYE; SIMPSON, 2010; STONE et al., 2015).

A ervilha (Pisum sativum L.) contém entre 20-30% de proteina, sendo
principalmente albuminas (18-25%) e globulinas (55-80%) (STONE et al., 2015). As
globulinas possuem, geralmente, elevadas quantidades de arginina, fenilalanina,
leucina e isoleucina, enquanto que a fracdo de albumina apresenta maiores
guantidades de triptofano, lisina e treonina (STONE et al., 2015). Devido ao seu
baixo custo, ampla disponibilidade, e excelente perfil de aminoacidos, o uso da
proteina de ervilha vem sendo explorado em bebidas a base de leite e em
formulagcbes de alimentos diversos (CUEVAS-BERNARDINO et al.,, 2018). A
proteina de ervilha também foi utilizada na microencapsulacdo de acido ascorbico
(PIERUCCI et al., 2006), de a-tocoferol (PIERUCCI et al., 2007) e de &cido linoleico
conjugado (CLA) (COSTA et al., 2015), apresentando resultados eficazes.

Assim, este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia de diferentes

concentracbes de extrato de propolis, bem como de material de parede proteina
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concentrada de ervilha) sobre a atividade antioxidante e antimicrobiana das

microparticulas produzidas por spray drying.

4.2. Material e métodos
4.2.1. Material

A amostra de prépolis foi coletada em novembro de 2015, na cidade de Rio
Grande — RS, Brasil (latitude: 32°02°06.2”S e longitude: 52°05’56.4”W). A proteina
concentrada de ervilha (PCE) (73%) (Growth Supplements, Brasil) foi utilizada como
material encapsulante. O manitol P.A. (Synth, Brazil) foi utilizado com o objetivo de
aumentar o rendimento do processo no spray drying. Para a determinacdo da
atividade antioxidante foram utilizados: acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano (Trolox) (Sigma-Aldrich®, EUA) e 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina
(TPTZ) (Fluka®, Brasil). Os meios de cultura utilizados na avaliacdo da atividade
antimicrobiana foram caldo Mueller Hinton (MH) (Difco®, Alemanha), Agar triptona de

soja (TSA) (Kasvi®, Brasil) e extrato de levedura (YE) (Himedia®, Franca).

4.2.2. Obtencéo do extrato de prépolis

O extrato propolis (EP) foi preparado como descrito por Silva et al. (2012),
com algumas modificagfes. A propolis foi triturada em moinho de bola (Marconi 350,
Brasil), e 10 g foram homogeneizadas com 100 mL de &lcool etilico (80%) para a
obtenc&o de extrato com 0,1 g mL™ de sélidos, em agitador incubador (Quimis 255,
Brasil), na temperatura ambiente por 24 h e, apds, o EP foi filtrado em papel filtro
Whatman No. 1. O sobrenadante foi mantido sob refrigeracéo e centrifugado a cada
24 h (Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 260 g, 5 °C, 15 min por 3 dias consecutivos,
para a eliminacdo da cera presente na propolis. Os filtrados foram submetidos a
evaporador rotativo (Laborota 4000, Alemanha) sob presséo reduzida a 40 °C, e, em
seguida, liofilizados (Liobras L101, Brasil), obtendo assim o extrato de propolis
liofilizado (EPL). O EPL apresentou 13 compostos fendlicos, totalizando 22,10 mg de
compostos fendlicos por g de EPL, pela soma de todos os compostos identificados
por LC-ESI-qTOF-MS, sendo os flavonoides apigenina (9,21 mg g™) e luteolina (4,00

mg g') encontrados em maiores concentracdes (dados ndo mostrados).
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4.2.3. Preparo das solucbes com proteina concentrada de ervilha (PCE)

Foram preparadas solucdes de 2, 4 e 6% (p/v) de PCE em &gua destilada
aguecida a 50 °C, como descrito por Costa et al. (2015). As solucdes foram
mantidas sob agitacdo durante 1 h, e apds, submetidas ao banho de ultrassom
(Quimis Q335D Brasil) por 30 min.

Apos o preparo da PCE, foram adicionados trés concentragbes de EP (1,0,

2,5 e 5,0% v/v) para cada solugéo proteica, totalizando nove formulacgdes.

4.2.4. Producao de microparticulas de propolis (MP) por spray drying

As nove formulagdes preparadas para encapsular EP em trés concentracdes
(1,0, 2,5 e 5,0% v/v), utilizando diferentes concentracdes proteicas (2, 4, e 6% p/v)
como material encapsulante (Tabela 1) foram homogeneizadas (Turratec, T2-102,
Brasil) durante 2 min a 14000 rpm. Apoés, foi adicionado o manitol (20% p/p em
relagdo ao peso da PCE). Como controle, foram preparadas microparticulas vazias
(MV) somente com as solucdes proteicas (2, 4 e 6%) e o manitol, sem a adi¢do do
material a ser encapsulado (EP).

As formulacbes de MP e MV foram atomizadas em spray drying (Labmagq
MSDi 1.0, Brasil), nas seguintes condi¢des operacionais: temperatura de entrada de
120 °C; temperatura de saida de 72 + 3 °C; fluxo de ar de 40 L h’; taxa de
alimentacéo de 40 L h™ e diametro do bico de 3 mm. Ao final de cada secagem, o
pé resultante foi acondicionado em frasco plastico de polipropileno e mantido

congelado (-18 °C + 2 °C) até a realizacao das analises.

4.2.5. Viscosidade

A viscosidade foi medida utilizando um reémetro (Brookfield RS-CPS, EUA)
em todas as solugdes de PCE e EP (ap0s 24h do preparo e armazenamento a 6 + 2
°C, antes da passagem no spray drying). Foi utilizado sistema cilindro coxial (spindle
RC3-50) e taxa de cisalhamento na faixa de 5-100 s™*. Todas as medidas foram

realizadas a 25 ° C.
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4.2.6. Determinacdo do total de compostos fendlicos (TCF) e Eficiéncia de
encapsulacao (EE)

Primeiramente, 50 mg de microparticulas foram misturadas com 10 mL de
alcool etilico P.A. para a lavagem dos compostos fendlicos ndo encapsulados, e
apos foi realizada a centrifugacdo (Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15
min, a 25 °C, conforme descrito por Ghorbanzade et al. (2017). ApOs a separagao
das fases, 1 mL do sobrenadante foi coletado para proceder a analise de compostos
fendlicos. Os 9 mL restantes foram sonicados (Unique, 1400A, Brasil) por 10 min,
homogeneizados em homogeneizador (Turratec, T2-102, Brasil) por 1 min a 12000
rpm e mantidos sob agitacdo por 24 h, a 25 °C em banho com &agua, para que
houvesse a ruptura e liberacdo dos compostos de interesse das microparticulas.

Para a determinacdo dos compostos fenélicos no EP foi utilizado o método de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al.,, 1999). Para isto, 0,5 mL das amostras (EP
diluido 1:50 v/v, na concentracdo de 0,4 mg mL™) foram adicionadas a 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 M, e apdés 5 min a adicdo de 2 mL de solucéo de
carbonato de sodio (7,5%). A leitura da absorbancia foi realizada apos 2 h a 725 nm
em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis, Espanha). A quantificagdo foi
realizada a partir de uma curva padrao de &cido galico nas concentracdes de 30 a
500 pg mL™* (y=0,014x + 0,0169, R?=0,999). Os resultados foram expressos em mg
equivalentes de &cido gélico por grama de amostra (mg EAG g*) em peso seco,
sendo a analise realizada em triplicata.

A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada conforme descrito por Alishahi et
al. (2011), de acordo com a equacado 1. Os resultados foram expressos em

porcentagem de compostos fenélicos microencapsulados:

(TCF )-(CFS) x

EE (%) = TCF

100 eq. 1
Em que, TCF corresponde ao total de compostos fendlicos da micropatrticula,
estando por dentro ou por fora; e CFS corresponde aos compostos fendlicos na

superficie, ou seja, por fora da microparticula.
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4.2.7. Capacidade antioxidante por FRAP

A capacidade redutora de ferro (FRAP) foi determinada de acordo com o
meétodo descrito por da Silva et al. (2013), com algumas modificacdes. O reagente
FRAP (solucdo complexante de Fe*" foi preparado na proporcdo 1:1:10 com solucéo
de TPTZ 10 mM, solucao de cloreto férrico 20 mM e solucdo tampéo de acetato de
sédio 0,25 M, pH = 3,5, respectivamente. Foram homogeneizados 100 yL do EP (1
mg mL™) ou MP (50 mg) em 300 pL de agua e 3,0 mL do reagente FRAP, apds foi
mantido em banho-maria a 37 °C por 30 min. As MV também foram analisadas e sua
absorbancia foi subtraida dos valores obtidos para as MP. A reducdo do complexo
de Fe** para Fe? foi verificada através da leitura da absorbancia no comprimento de
onda a 595 nm em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis, Espanha). A
qguantificacdo foi baseada em uma curva de calibracdo obtida usando com Trolox (y
= 0,0016x + 0,2025 R2 = 0,9954), e os resultados foram expressos como pmol

equivalentes de Trolox (TE) por g de amostra em peso seco.

4.2.8. Rendimento (R)

O conteudo sélido (em g) do material de parede (SMP) e de sélidos do
manitol (SM) adicionado durante a elabora¢do das microparticulas foi utilizado para
calcular o R (CAM et al., 2014). Os resultados foram expressos em porcentagem de

R das microparticulas.

R (%) = PM

SMP+SM

x 100 eg. 2

Onde PM corresponde ao peso das microparticulas obtidas.

4.2.9. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das microparticulas foi examinada por MEV (JEOL JSM-6060
LV, Japéo), conforme Elbaz et al. (2016). Uma pequena quantidade de cada amostra
foi espalhada em suporte metalico com fita de carbono. Subsequentemente, todas
as amostras foram revestidas com ouro e examinadas sob uma voltagem de

aceleracdo de 15 kV e ampliacao de 3000 x.
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4.2.10. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada em conjunto com a Reflexdo total atenuada
(ATR), onde ndo é necessaria nenhuma preparacdo adicional das amostras, as
quais foram examinadas diretamente no estado solido. Foram analisados o EP, as
MP e as MV para a avaliagdo dos grupamentos funcionais em espectrometro FTIR
IRAffinity-1 (Shimadzu, Jap&o), na resolucdo de 4000 — 1000 cm™, com 60

varreduras e, posteriormente, tratados no programa IRSolution.

4.2.11. Difracdo de Raios-X

O EPL, as MP e as MV foram analisados usando um difratbmetro de Raios-X
(Bruker D-8 Advance, Billerica, EUA), sob radiacdo monocromética de Cu (A =
1,5418 A), alimentado a 40 kV e 40 mA. Os dados de difracdo foram coletados em
temperatura ambiente, sob o angulo 20 variando de 1 a 90°, com intervalos de 0,05°

acadals.

4.2.12. Atividade antimicrobiana do extrato de prépolis e das microparticulas

Para avaliar a atividade antimicrobiana do EPL e das MP, foram testadas 4
bactérias, sendo duas Gram-positivas (S. aureus ATCC 25923 e L. monocytogenes
ATCC 7644) e duas Gram-negativas (Salmonella Typhimurium ATCC 14028 e
Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900). Para a execucdo dos experimentos as
cepas padrdo, congeladas a -80 °C em TSB-YE com crioprotetor foram repicadas

em triplicata para TSA-YE e incubadas a 37 °C por 24 h.

4.2.12.1. Concentracdo minima inibitéria (CIM)

A CIM do EPL e das MP foi determinada pelo ensaio de microdiluicdo em
placa, adaptado de Almeida et al. (2017). O EPL (100 mg) foi dissolvido em 1 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e as MP (tratamentos 1 a 6) que apresentaram os melhores
resultados de EE e R, foram preparadas na mesma concentracdo, porém,
dissolvidas em 1 mL de caldo MH. A diluicdo em série (1:1) das solucbes de EPL e
das MP, previamente solubilizadas em DMSO e em caldo MH, foi realizada em
microplacas de 96 pocos, utilizando o caldo MH até obter concentra¢cbes de 0,625,
1,25, 2,5 ,5, 10, 20, 40, 80 mg mL™.

Trinta microlitros da suspenséo celular bacteriana padronizada na escala 0,5

de McFarland (1,5x10% UFC mL™) foram adicionados aos pocos contendo 100 pL de
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caldo MH. As microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Apos, houve a adi¢do
de 40 pL de solugdo de resazurina (100 pg mL™) e entdo foram re-incubadas a 37 °C
durante 2 h. A CIM foi definida como a menor concentracdo que inibiu a

multiplicacéo bacteriana.

4.2.12.2. Concentracao bactericida minima (CBM)

A CBM foi determinada inoculando-se aliquotas de 100 pL de cada poco da
microplaca onde houve inibicdo no teste de CIM para placas de Petri contendo TSA-
YE, e incubando-se a 37 °C por 24 h. A CBM foi considerada como a menor

concentracdo na qual 99,9% das células inoculadas inicialmente foram mortas.

4.2.13. Analise estatistica

As avaliacOes foram realizadas em triplicata, sendo os resultados expressos
em médias + desvio padrdo. Foi realizada analise de variancia e o teste de Tukey
(p<0,05) usando SAS 9.1 (Cary, NC), para a comparacdo dos resultados dos

materiais de parede quanto a EE e a atividade antioxidante.

4.3. Resultados e discussao

4.3.1. Viscosidade das formulacfes de proteina concentrada de ervilha com extrato
de propolis

Na Figura 1 estdo apresentadas as curvas de viscosidade das nove
formulacbes de PCE e EP utilizadas para a producdo das microparticulas no spray
drying. Para todas as formulagdes a viscosidade diminui com a aumento da taxa de
cissalhamento. O comportamento das solugdes foi pseudoplastico, sendo que a
partir da taxa de cisalhamento de 40 s os valores foram semelhantes,
independente da formulacdo. Comportamento semelhante foi observado por Bajaj,
Tang e Sablani (2015) ao analisarem emulsGes contendo 6leo de linhaca e
diferentes isolados de proteina de ervilha.

Assim, as diferentes concentracdes de PCE e de EP nao influenciaram nos
resultados de viscosidade. Segundo Premi e Sharma (2017), a viscosidade das
solugbes € um parametro importante na formacdo de microparticulas por

atomizacéao, pois pode afetar o seu tamanho.
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Figura 1. Curvas de viscosidade das solu¢Bes de proteina concentrada de ervilha e extrato de
prépolis a 25 ° C.

Formulacdo 1: 1% de extrato de prépolis (EP) e 2% de proteina concentrada de ervilha (PCE);
Formulacdo 2: 2,5% de EP e 2% de PCE; Formulacdo 3: 5% de EP e 2% de PCE; Formulagéo 4:
1% de EP e 4% de PCE; Formulacéo 5: 2,5% de EP e 4% de PCE; Formulacédo 6: 5% de EP e 4% de
PCE; Formulacédo 7: 1% de EP e 6% de PCE; Formulacéo 8: 2,5% de EP e 6% de PCE; Formulacéo
9: 5% de EP e 6% de PCE.

4.3.2. Eficiéncia de encapsulagéo

Observou-se que o incremento na concentragcdo do EP proporcionou aumento
significativo da EE (Tabela 1). Porém, foi obtido um aumento significativo da EE com
a utilizacdo de até 4% de PCE, sendo observada uma reducdo na EE com a
utilizacdo de concentracdo de PCE superior. As maiores eficiéncias foram

observadas com a utilizacédo de 5% de EP e 2 ou 4% de PCE.
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Tabela 1. Eficiéncia de encapsulacéo (EE), capacidade de reducao férrica (FRAP) e rendimento (R)
das microparticulas de extrato de propolis (EP) com proteina concentrada de ervilha (PCE), em
diferentes concentracdes

Tratamentos EE FRAP R

(%) (umol TE g (%)

PCE EP

(%) (%)
1 2 1 73,55+4,21¢ 46,47+7,05% 54,00
2 2 2,5 77,95+1,76 75,01%2,15" 38,46
3 2 5 97,00+0,18% 129,31+2,79° 36,51
4 4 1 80,98+1,60° 34,1415 38' 25,32
5 4 25 87,28+1,87" 54,08+3,37% 22,67
6 4 5 95,28+0,93% 83,12+1,47" 27,58
7 6 1 49,40+0,83' 39,72+5,62' 2235
8 6 2,5 65,53+2,39° 64,92+0,95™ 20,57
9 6 5 73,81+3,03¢ 71,9045,41" 18,82

Médias acompanhadas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Média de trés repeticbes + desvio Padréo. mg EAG g'= miligrama equivalente de acido galico por
grama de amostra seca. umol TE g~= micrograma equivalente de trolox por grama de amostra seca.

Possivelmente, a menor EE observada quando utilizado 6% de proteina
ocorreu em funcéo da degradacdo dos compostos fendélicos. Conforme relatado por
Moser et al. (2017), altas concentracdes de proteinas formam peliculas no interior do
spray drying, o que acaba aumentando o tempo de exposicdo das microparticulas no
interior do equipamento. O maior periodo de exposicado a alta temperatura do spray
drying resulta em perdas de compostos instaveis a altas temperaturas, como 0s
compostos fendlicos.

A proteina de ervilha ja foi empregada na microencapsulacdo de o6leos e
apresentou resultados satisfatorios. Tamm et al. (2016) obtiveram resultado
semelhante de EE (94,47%) ao microencapsular 6leo de canola utilizando 2% de
proteina isolada de ervilha por spray drying. Gharsallaoui et al. (2012) utilizaram
proteina isolada de ervilha e amido hidrolisado na encapsulagcéo Oleo, e relataram

alta EE (84,95%) das emulsdes ap0s a secagem por spray drying.

4.3.3. Capacidade antioxidante
O EP apresentou alta capacidade antioxidante (815,75 pmol TE g%), o que
era esperado devido a relatos prévios na literatura. Andrade et al. (2017) analisaram

a atividade antioxidante de amostras de prépolis marrom, verde e vermelha
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provenientes do Brasil, e encontraram valores inferiores aos obtidos neste estudo,
de 471,51; 604, 20 e 633,18 pmol TE g, respectivamente, pelo método de FRAP.

Comportamento semelhante ao obtido para a EE foi observado para a
atividade antioxidante, ou seja, 0 aumento na concentracdo do EP propiciou o
aumento significativo da atividade antioxidante. De uma forma geral, o aumento da
concentracdo da PCE esteve associado a reducao da atividade antioxidante, sendo
obtido a maior atividade antioxidante utilizando 2% de material de parede (129,31
umol TE g™).

As microparticulas apresentaram diminuicdo na atividade antioxidante, em
relacdo ao EP, o que pode ser atribuido a menor concentracdo do EP nas
microparticulas, levando a menores teores de compostos fendlicos. Além disso, o
processo de encapsulagédo por spray drying inferiu na degradacdo de parte dos
compostos fendlicos responsaveis pela atividade antioxidante do EP. Resultado
semelhante foi obtido por Do Nascimento et al. (2016), os quais observaram que
houve reducédo na atividade antioxidante de nanoparticulas de extrato de proépolis
vermelha (EPV) revestidas com policaprolactona, de 76,22 a 81,40% percentual de

inibicdo do DPPH, quando comparadas ao EPV que era de 98%.

4.3.4. Rendimento

N&o foi constatada relacao direta entre rendimento (R) e concentracdo do EP
(Tabela 1), no entanto, 0 aumento da concentracdo do material de parede ocasionou
uma reducdo do rendimento. A utilizacdo de 2% de proteina proporcionou a
obtencdo dos maiores valores de rendimento. As formulagbes com baixas
concentracbes do material de parede (tratamentos 1, 2 e 3), levaram a menor
concentracdo de microparticulas por mililitro em relacdo aos demais tratamentos, o
que pode explicar a baixa aderéncia do p6 as paredes do equipamento durante a
secagem, contribuindo para o maior R dessas microparticulas.

Baixos valores de R também foram relatados por outros autores ao utilizarem
proteinas por spray drying para a encapsulacdo de compostos (BRUSCHI et al.,
2003; PEANPARKDEE et al., 2016). Esse comportamento pode ser ocasionado pela
adesdo das microparticulas no atomizador do spray drying (NESTERENKO et al.,
2013), o que segundo Moser et al. (2017), aumenta conforme o aumento da

concentracéo de proteina utilizada.
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4.3.5. Morfologia

Observou-se que, independente do tratamento, houve a formacdo de
microparticulas com superficie externa arredondada, com a presenca de dobras e
concavidades e de distintos tamanhos (Figura 2). O aspecto de dobras na superficie
é atribuido a rapida evaporacdo da agua da solugéo liquida durante o processo de
secagem no atomizador, o que proporciona o encolhimento durante a secagem e
posterior resfriamento das particulas (ROCHA; FAVARO-TRINDADE; GROSSO,

2012). Imagens semelhantes foram demonstradas por outros autores que utilizaram

spray drying na elaboracdo de microparticulas (BRUSCHI et al., 2003; PIERUCCI et
al., 2007; ROCHA et al., 2012; BOTREL et al., 2014; COSTA et al., 2015).

Figura 2. Morfologia de microparticulas com diferentes concentracdes de extrato de propolis (EP) e
de proteina concentrada de ervilha (PCE): A) 1% de EP e 2% de PCE e; B) 2,5% de EP e 2% de
PCE; C) 5% de EP e 2% de PCE; D) 1% de EP e 4% de PCE; E) 2,5% de EP e 4% de PCE; F) 5% de
EP e 4% de PCE; G) 1% de EP e 6% de PCE; H) 2,5% de EP e 6% de PCE; I) 5% de EP e 6% de
PCE. (ampliacéo de 3 000 x)

N&o houve influéncia das diferentes concentracbes de extratos de propolis e
de proteina concentrada de ervilha na morfologia das MP obtidas por spray drying,

ou seja, a concentracdo do material de parede e do composto encapsulado nao
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proporcionaram alteracdo na morfologia das microparticulas. Os resultados de
viscosidade das formulagdes corroboram para este resultado, visto que foram
semelhantes. Segundo Masters (1991), o tamanho da gota atomizada varia
diretamente com a viscosidade do liquido, a uma velocidade de atomizacao
constante, ocorrendo formacgéo de particulas maiores na medida em que aumenta a
viscosidade da solucdo durante a atomizacao.

Em outros trabalhos também foram descritos resultados semelhantes, como
de Rocha et al. (2012), os quais avaliaram a morfologia de microcapsulas obtidas
com diferentes concentracbes de licopeno utilizando amido modificado (Capsul)
como material de parede, através de spray drying, e verificaram que a concentracao
do nucleo das microcapsulas nao interferiu na sua morfologia, que apresentaram
superficie externa arredondada com a formacdo de concavidades e tamanhos
variados. Ortiz et al. (2009) também observaram, por meio de secagem por
atomizacdo, que a concentracdo do hidrolisado de caseina nédo interferiu na
morfologia das particulas em que a proteina isolada de soja foi utilizada como
material de parede.

Nenhuma das microparticulas obtidas neste estudo apresentaram fissuras ou
poros, 0 que é relevante para uma protecdo adequada, garantindo a retencdo do
agente encapsulado.

4.3.6. Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier

Os resultados das anélises de ATR-FTIR do EPL, das MP e das MV séo
demonstrados na Figura 3, abrangendo os nimeros de onda de 4000-400 cm™.

Nos espectros de EPL, a banda na regi&o de 3450 - 3100 cm™ corresponde a
vibracdo de estiramento -OH. Bandas que absorvem em 1750 -1688 cm™ sdo
atribuidas ao alongamento da vibracdo de CO de flavonoides e lipidios; e em 1688 -
1600 cm™ e 1504 cm™ correspondentes ao estiramento do anel aromético, assim
como as bandas em 1504 - 1360 cm™ correspondem ao C = C do anel aromatico.
Bandas em cerca de 1400 - 1000 cm™ s&o atribuidas as vibracdes de alongamento
C-O-C.

Espectros semelhantes tém sido relatados para o EP com absor¢do em 3430
cm™, o que foi atribuido & vibracdo de alongamento OH do grupamento hidroxila
(ELBAZ et al., 2016). Siripatrawan e Vitchayakitti (2016) relataram a presenca de

bandas de 1800 a 1000 cm™ em EP, devido & presenca dos compostos fendlicos,
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CO de ésteres, éteres e poliodis, e -CC- do anel aroméatico. Zancanela et al. (2017),
analisando o espectro FTIR de EP encontraram bandas caracteristicas em 1640,
1457, 1252 cm™, as quais sdo tipicas de anéis aromaticos, poliois e flavonoides,
entre outras classes de compostos. As bandas em 2910 - 2855 cm™ presente no
EPL, nas MP e nas MV correspondem, segundo Siripatrawan e Vitchayakitti (2017),
a vibracdes de estiramento da ligagdo CH em grupos CH; e CHgs, respectivamente.
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Figura 3. Espectro ATR-FTIR de microparticulas de extrato de propolis (EP) revestidas com proteina
concentrada de ervilha (PCE). EPL: extrato de propolis liofilizado. MV: Microparticula Vazia. A)
Tratamento 1: 1% de EP e 2% de PCE; Tratamento 2: 2,5% de PE e 2% de PCE; Tratamento 3: 5%
de EP e 2% de PCE; B) Tratamento 4: 1% de EP e 4% de PCE; Tratamento 5: 2,5% de EP e 4% de
PCE; Tratamento 6: 5% de EP e 4% de PCE; C) Tratamento 7: 1% de EP e 6% de PCE; Tratamento
8:2,5% de EP e 6% de PCE; Tratamento 9: 5% de EP e 6% de PCE.
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As MV apresentaram estiramento axial em 2910 - 2855 cm™, o que é atribuido
a ligacdo CH presente na estrutura da PCE; apresentaram também bandas em 1642
cm™, e uma deformacéo simétrica em 1540 cm™, o que é atribuido aos grupamentos
CO, CN e NH presentes na proteina.

Os espectros das MP apresentaram bandas caracteristicas do material de
parede (MV) entre 3450 - 3130 cm™ correspondente a presenca o estiramento axial
de OH sobreposta a banda de estiramento em aminas (-NH); porém, houve intensa
reducdo na intensidade das bandas para os tratamentos 3, 5, 7 e 8. Também
ocorreu reducédo de intensidade no estiramento axial em 2910 - 2855 cm™ para as
MP referentes aos tratamentos 3, 5, 7, 8 e 9, além da diminuicdo na intensidade das
bandas em 1642 cm™ e 1540 cm™ para as MP dos tratamentos 3, 4, 5, 7, 8 e 9. A
diminuicdo na intensidade de bandas caracteristicas demonstra que houve interacdo
entre os compostos. Além disto, ndo foi possivel detectar o perfil do EP nos
espectros das MEP, o que sugere ter ocorrido a encapsulacao.

Os compostos fendlicos do EP podem formar ligacbes de hidrogénio e
ligacBes covalentes e, assim, ocupar o grupamento funcional da proteina, retirando o
hidrogénio livre que pode formar uma ligacdo hidrofilica com a agua. Além do mais,
um dos objetivos da microencapsulacdo seria formar uma barreira e desta forma,
proteger o composto encapsulado das condi¢cdes do meio, evitando a sua interacéo
com o meio, e, sendo capaz de iniciar a liberacdo a taxas e locais especificos
(GOUIN, 2004).

4.3.7. Difracao de Raios-X

O difratograma da proépolis (EPL) demonstrou picos em torno de 21 ° e 23 °
(Figura 4), pontiagudos e estreitos, com caracteristicas de material cristalino. Shang-
Jung et al. (2014) também observaram a presenca de picos em 21,5 ° e 23,5 ° para
extrato etandlico de propolis (EEP) (80%). No entanto, Rosseto et al. (2017)

encontraram somente um pico em torno de 22° para o EEP.
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Figura 4. Espectros de difracdo de raios-X de extrato de prépolis liofilizado (EPL), das microparticulas
vazias (MV), e das microparticulas de extrato de prépolis revestidas com proteina concentrada de
ervilha (PCE): A) Tratamento 1: 1% de EP e 2% de PCE; B) Tratamento 2: 2,5% de EP e 2% de PCE;
Tratamento 2: 2,5% de EP e 2% de PCE; Tratamento 3: 5% de EP e 2% de PCE. B) Tratamento 4:
1% de EP e 2% de PCE; Tratamento 5: 2,5% de EP e 4% de PCE; Tratamento 6: 5% de EP e 4% de
PCE. C) Tratamento 7: 1% de EP e 6% de PCE; Tratamento 8: 2,5% de EP e 6% de PCE;
Tratamento 9: 5% de EP e 6% de PCE.
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Por outro lado, os difratogramas das MP apresentaram halos difusos, com
bases alargadas e semelhantes aos difratogramas dos materiais de parede (MV), o
qgue é caracteristico de materiais no estado amorfo. Além disso, nos difratogramas
das microparticulas nédo foi observado a presenca dos picos caracteristicos da
propolis, 0 que sugere a protecdo dos compostos encapsulados, assim como 0s
resultados do ATR-FTIR.

De modo geral, a atomizacéao induz a formacédo de materiais com estrutura
amorfa, o que é favoravel em processos de microencapsulacdo, pois além de
favorecer o aprisionamento da prépolis, também melhora a bioacessibilidade e a
solubilidade dos compostos (BOTREL et al., 2014; GOMEZ-ESTACA; GAVARA,;
HERNANDEZ-MUNOZ, 2015). Segundo GoOmez-estaca, Gavara e Hernandez-
mufioz (2015), a transformacédo de substancias com caracteristicas cristalinas em
amorfas, possibilita aumentar a taxa de dissolugdo e, consequentemente a sua

solubilidade.

4.3.8. Atividade antimicrobiana

O EPL apresentou atividade antimicrobiana contra as quatro bactérias
testadas (Tabela 2), as quais foram escolhidas por sua presenca ser muito relatada
em alimentos. Os melhores resultados obtidos foram contra S. aureus e L.
monocytogenes, com CIM de 0,62 mg mL™ e CBM de 1,25 mg mL™, para ambas
bactérias. Observou-se que as bactérias Gram-positivas foram mais suscetiveis ao
EPL do que as Gram-negativas, o que ja foi relatado em outros estudos
(MASCHERONI et al., 2014; das NEVES et al. 2016; ALMEIDA et al., 2017).

Tabela 2. Atividade antimicrobiana, concentracéo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) de extrato de propolis® contra diferentes bactérias

Bactérias CIM (mg mL™) CBM (mg mL™)
Staphylococcus aureus 0,62 1,25
Listeria monocytogenes 0,62 1,25
Salmonella Typhimurium 2,5 20
Escherichia coli 1,25 10

%0 extrato etanolico de propolis foi rotaevaporado e liofilizado e o p6 foi ressuspendido em
dimetilsulféxido (DMSO).

Isso pode ser explicado pelas diferencas na estrutura celular das bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas. A parede celular das bactérias Gram-positivas,
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constituida de aproximadamente 90%-95% de peptidoglicano, permite que as
moléculas penetrem mais facilmente nas células microbianas. Ja as bactérias Gram-
negativas, possuem uma membrana externa composta de uma camada dupla de
fosfolipideos que esta ligada a membrana interna por lipopolissacarideos (LPS). Os
lipopolissacarideos promovem uma barreira a permeabilidade, e sdo os
responsaveis pela antigenicidade, toxicidade e viruléncia das bactérias Gram-
negativas, 0 que propicia maior resisténcia aos extratos naturais com atividade
antimicrobiana (NIKAIDO, 1994). Dentre as bactérias Gram-negativas testadas, E.
coli foi a mais suscetivel ao EPL, com CIM de 1,25 mg mL™* e CBM de 10 mg mL™.

A atividade antimicrobiana da prépolis tem sido atribuida, tanto aos
compostos fendlicos de carater hidrofilico quanto hidrofébico, como os flavonoides e
0s acidos e ésteres aromaticos, 0s quais possivelmente atuem na parede celular
destas bactérias (PATEL et al., 2015),

Das Neves et al. (2016) encontraram resultados inferiores de CIM (0,26 mg

mL'l) para extrato etandlico de propolis vermelha contra S. aureus. Almeida et al.

(2017), utilizando extrato de cloroférmio da propolis vermelha, também encontraram
atividade antibacteriana na faixa de concentracéo de 0,1-2 mg mL™ para S. aureus.

As diferencas encontradas nas CIM de EPL nos diferentes estudos pode ser
explicada devido aos distintos processos de extracdo utilizados para a obtencéo dos
extratos. Dependendo do processo, muitas vezes se obtém uma pequena
guantidade de compostos bioativos com agdo antimicrobiana e grande quantidade
de substancias que séo extraidas sem atividade antimicrobiana, como as resinas e
ceras presente na propolis bruta (ALMEIDA et al., 2017). O efeito antimicrobiano de
extrato de prépolis foi correlacionado com sua composi¢cao complexa, principalmente
pela presenca dos flavonoides (PATEL et al., 2015), o que esta de acordo com o alto
teor de flavonoides encontrado neste estudo (dados ndo demonstrados).

Todas as MP apresentaram atividade antimicrobiana contra as bactérias
Gram-positivas S. aureus e L. monocytogenes (Tabela 3), porém, ndo apresentaram
acdo contra as bactérias Gram-negativas S. Typhimurium e E. coli, nas

concentracOes avaliadas.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana, concentragéo inibitéria minima (CIM) e concentracédo bactericida
minima (CBM) das microparticulas de extrato de prépolis contra Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenes

Staphylococcus aureus Listeria monocytogenes
Microparticulas CM(mgmL") CBM(mgmL") CIM(mgmL")  CBM(mgmL™)
1 >80 >80 >80 >80
2 20 30 20 30
3 5 30 10 10
4 >80 >80 >80 >80
5 >80 >80 >80 >80
6 >80 >80 >80 >80

Microparticulas: 1) 1% de extrato de prépolis (EP) e 2% de proteina concentrada de ervilha (PCE); 2)
2,5% de EP e 2% de PCE; 3) 5% de EP e 2% de PCE; 4) 1% de EP e 4% de PCE; 5) 2,5% de EP e
4% de PCE; 6) 5% de EP e 4% de PCE.

O incremento da concentracdo de EP nas microparticulas nos tratamentos
com 2% de PCE (tratamentos 1, 2 e 3), aumentou a capacidade de inibicdo das
bactérias Gram-positivas avaliadas. Porém, nos tratamentos 4, 5 e 6, onde foi
utilizada maior concentracdo de material de parede (4%), ndo foi observada
atividade antimicrobiana na concentragdo maxima testada (>80 mg mL™).
Possivelmente, a maior concentracao da proteina tenha impedido a acdo do EP por
dificultar a permeacdo do extrato para o interior da célula microbiana, ou por ter
ocasionado maior barreira fisica a sua liberacdo. Resultado semelhante foi obtido
por Almeida et al. (2017), os quais demonstraram que 0 aumento na concentracao
do material de parede (>20% para pectina, >30% para goma guar) reduziu a
atividade antimicrobiana das microcapsulas de EP, em funcdo de uma possivel
quelacdo insoluvel do material de parede com os flavonoides do EP. Segundo
agueles autores, essa quelagdo teria ocasionado o atraso na liberacdo dos
flavonoides.

Comparando-se a atividade antimicrobiana do EPL (Tabela 2) com a do MP,
através da CIM e da CBM (Tabela 3), pode-se observar que o EPL apresentou
atividade antimicrobiana superior a das MP, devido a menor concentragdo do EP
nas microparticulas em relagdo ao extrato puro. O mesmo comportamento foi
observado por Nori et al. (2011), Mascheroni et al. (2014) e Almeida et al. (2017),
gquando compararam a atividade antimicrobiana de EP e de microcapsulas
produzidas com diferentes materiais de parede. Os autores atribuem esses

resultados ao tipo e a concentracdo do material de parede utilizado, além da
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diferenca de concentracdo dos compostos do EP dentro das microparticulas secas e
0 teor presente nas amostras de EP bruto.

A liberagcdo dos compostos encapsulados nos tratamentos em que foram
utilizados 2,5% de EP e 2% de PCE, bem como onde utilizou-se 5% de EP e 2% de
PCE, apresentaram efeito bacteriostatico, e mesmo bactericida, contra S. aureus e

L. monocytogenes.

4.4. Concluséo

A microencapsulacgéo, utilizando proteina de ervilha como material de parede,
proporciona a protecdo do extrato de propolis. As microparticulas contendo 2% de
proteina de ervilha e 5% de extrato de prépolis apresentam a melhor eficiéncia de
encapsulacdo, bem como melhor rendimento e maior atividade antioxidante. O
extrato de prépolis demonstrou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas (L. monocytogenes e S. aureus) e Gram-negativas (S. Typhimurium e E.
coli O157:H7). As microparticulas elaboradas com 2% de proteina de ervilha e com
2,5 e 5% de extrato de propolis apresentaram atividade antimicrobiana contra L.
monocytogenes e S. aureus.

As microparticulas produzidas com proteina de ervilha como material de
parede e extrato de propolis como componente bioativo, apresentam potencial para
serem utilizadas como ingrediente em alimentos. Estudos futuros sdo necessarios
para investigar as propriedades de liberacdo das microparticulas e a sua

estabilidade durante o armazenamento.
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5 Capitulo 3: Producéo de microparticulas de extrato de propolis com proteina
concentrada de ervilha por spray drying para aplicacao alimenticia

Resumo: O objetivo deste estudo foi produzir microparticulas de extrato de prépolis
(EP), utilizando a proteina concentrada de erviha (PCE) em diferentes
concentracbes como material de parede, e analisar suas propriedades fisicas,
morfologicas e de estabilidade térmica. Além disso, as microparticulas com maior
eficiéncia de encapsulacdo foram incorporadas em bolo, para verificar seu impacto
nas caracteristicas fisicas, teor de compostos fendlicos, atividade antioxidante e nos
atributos sensoriais dos bolos. Das trés formulacdes testadas usando diferentes
concentracdes de PCE (2, 4, 6%), as microparticulas com PCE de 2% apresentaram
a maior eficiéncia de encapsulacdo dos compostos fendlicos do EP. Todas as
microparticulas apresentaram morfologia semelhante, com rugosidade e tamanhos
variados, e com estabilidade térmica superior em relagdo ao EP puro. A formulacéo
PCE 2% foi adicionada na elaboracdo de bolo. O bolo fortificado resultou em
caracteristicas de sabor, odor, cor e textura semelhante ao bolo controle, apesar de
ter ocorrido reducéo no teor total de compostos fendlicos e na atividade antioxidante
das microparticulas apés o forneamento.

Palavras-chave: extrato de propolis; compostos fendlicos; atividade antioxidante;

proteina concentrada de ervilha; bolo.

5.1. Introducao

A propolis é um produto elaborado pelas abelhas através da utilizacdo de
substancias resinosas e balsamicas coletadas em plantas. As abelhas digerem
parcialmente os materiais coletados através da acdo de enzimas contidas em suas
secrecdes salivares, e apOs acrescentam ainda cera e pdlen, formando assim a
prépolis (SILVA et al., 2012). A prépolis € composta por 50% de resinas (contendo
flavonoides e acidos fendlicos), 30% de ceras, 10% de 6leos essenciais, 5% de
pélen e 5% de outros compostos organicos (PELLATI et al., 2013).

Dentre os compostos presentes na propolis, os fenodlicos tem recebido
destaque devido a sua relacdo com a atividade antioxidante, antimicrobiana e aos
efeitos na protecdo contra doencgas corondrias e cardiacas. Cabe ressaltar que a
propolis ndo exibe toxicidade ou efeitos colaterais em seres humanos (SZLISZKA et
al., 2009).

Apesar de todos os efeitos benéficos que o consumo da propolis pode trazer
a populacédo, e do grande interesse para o enriquecimento de alimentos e bebidas,
seu consumo ¢ dificultado devido ao seu gosto amargo e forte sabor e odor, e por

iSs0, seu uso tem sido restrito a forma de extrato de propolis. Além disso, a propolis
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também apresenta baixa solubilidade em agua, além de que os compostos fendlicos
presentes na sua constituicAio sao rapidamente degradados pelo trato
gastrointestinal (da SILVA et al., 2011; ELBAZ et al., 2016).

A encapsulacdo é uma técnica que converte extratos liquidos em formas
sélidas em que sao utilizados materiais de parede que envolvem um composto
bioativo, podendo assim minimizar o sabor, odor e cor deste composto (TRIFKOVI'C
et al., 2014). Além disso, essa técnica protege 0s compostos bioativos da
degradacdo pela luz, oxigénio, pH e temperatura, de forma a prolongar sua
estabilidade (GOMEZ-ESTACA; GAVARA; HERNANDEZ-MUNOZ, 2015).

A utilizacdo das proteinas como material de parede na encapsulagédo
apresenta vantagens por serem consideradas seguras para 0 consumo humano
(GRAS) (JIA; DUMONT; ORSAT, 2016), possuirem um alto valor nutritivo e serem
digeridas pelo trato gastrointestinal dos humanos (JOYE; MCCLEMENTS, 2014). O
fato da digestdo das proteinas ndo iniciar na boca, como ocorre com 0S
carboidratos, também as tornam propicias ao uso como material de parede na
encapsulacdo, com fins de retardar a liberacdo da prépolis, e auxiliar na reducao da
percepcao sensorial do sabor e odor indesejaveis. Com a crescente conscientizacao
dos consumidores sobre os beneficios para a salde das proteinas vegetais, houve
uma maior utilizacdo de proteinas de ervilha para a formulacdo de varios produtos
alimentares (CHAO; JUNG; ALUKO, 2018).

Objetivou-se entdo, produzir e caracterizar microparticulas de extrato de
prépolis com o uso da proteina concentrada de ervilha (PCE) em diferentes
concentracbes como material de parede, e analisar suas propriedades fisicas,
morfologicas e de estabilidade térmica, bem como sua incorporacdo em bolo, para
investigar seu impacto nas caracteristicas fisicas, no teor de compostos fendlicos, na

atividade antioxidante e nos atributos sensoriais dos bolos.

5.2. Material e métodos
5.2.1. Materiais

A amostra de propolis foi adquirida de um apicultor, em novembro de 2015, da
cidade de Rio Grande - RS, Brasil (latitude: 32°02’06.2”S e longitude:
52°05'56.4”"W). As amostras foram analisadas quanto aos padrbes de qualidade

(dados ndo demonstrados), estando de acordo com a legislacdo para a propolis
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Brasileira (Brasil, 2001). A proteina concentrada de ervilha (PCE) (73%) foi adquirida
da Growth Supplements (Brasil) e o manitol P.A. foi adquirido da Synth (Brasil). Para
a determinacdo da atividade antioxidante foram utilizados: o 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) e o acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano (Trolox)
adquiridos da Sigma-Aldrich® (EUA).

5.2.2. Obtencéo do extrato de propolis

O extrato propolis (EP) foi preparado como descrito por Silva et al. (2012),
com algumas modificacbes. A propolis foi triturada em moinho de bola (MARCONI
350, Brasil), e 10 g foram homogeneizados com 100 mL de alcool etilico (80%),
sendo mantidos em agitador incubador (Quimis 255, Brasil), na temperatura
ambiente por 24 h. Apoés, o EP foi filtrado em papel filtro Whatman No. 1, sendo o
sobrenadante mantido sob refrigeracdo e a cada 24 h submetido a centrifugacéo
(Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 260 g, 5 °C, 15 min por 3 dias consecutivos, para a
eliminacdo da cera presente na propolis. Os filtrados finais foram evaporados em
evaporador rotativo (Laborota 4000, Alemanha) sob pressao reduzida a 40 °C, e, em

seguida, liofilizados para remocao residual da agua (Liobras L101, Brasil).

5.2.3. Producao de microparticulas de propolis por spray drying

Foram preparadas solucdes do material de parede, nas concentracdes de 2, 4
e 6% (p/v) de PCE em agua destilada aquecida a 50 °C, como descrito por Costa et
al. (2015). As solucdes foram mantidas sob agitacdo durante 1 h, e apds,
submetidas ao banho de ultrassom (Quimis Q335D ,Brasil) por 30 min. A solugéo de
proteina, adicionou-se 5,0% (v/v) do EP, sendo homogeneizados por 2 min a 14000
rom (Turratec, T2-102, Brasil), e apés, adicionado o manitol (previamente diluido em
agua) a 20% (p/p em relacéo ao peso da PCE).

As trés formulagdes de microparticulas de extrato de propolis (MP) foram
atomizadas em spray drying (Labmaqg MSDi 1.0, Brasil), nas seguintes condi¢cdes
operacionais: temperatura de entrada de 120 °C; temperatura de saida de 72 £+ 3 °C;
fluxo de ar de 40 L h™; taxa de alimentac&o de 40 L h™ e diametro do bico de 3 mm.
Ao final de cada secagem, o po resultante foi acondicionado em frasco plastico de

polipropileno e mantido congelado (-18 °C + 2 °C) até a realizagdo das analises.
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5.2.4. Identificacdo dos compostos fendlicos por LC-ESI-gTOF-MS

O EPL (250 pg mL™) e as MP (250 pug mL™) foram ressuspendidas em
metanol HPLC (Vetec, Brasil), sonicadas por 10 min e centrifugadas a 260 g/20 °C
por 15 min. Apds o preparo das amostras, 10 pL foram injetados em cromatégrafo a
liguido (UFLC, Shimadzu, Japdo) acoplado a espectrobmetro de massas de alta
resolugdo do tipo quadrupolo - tempo de voo (Maxis Impact, Bruker Daltonics,
Alemanha). Para a separacdo cromatografica foi utilizada a pré-coluna C18 (2,0 x 4
mm) e coluna Luna C18 (2.0 x 150 mm, 100 A, 3 ym) (Phenomenex Torrance, EUA)
utilizando as fases moveis: dgua acidificada com 0,1% de acido férmico (eluente A)
e acetonitrila acidificada com 0,1% de &cido formico (eluente B). Para separacao foi
utilizado um gradiente: 0—2 min, 10% B; 2—-15 min, 10-75% B; 15-18 min, 90% B; 18-
21 min 90% B; 21-23 min, 10% B, 23-30 min, 10% B, fluxo de 0,2 mL min® e a
temperatura da coluna a 40 °C. O espectrometro de massas foi operado nos modos
ESI negativo (acidos fendlicos e flavonoides) com espectros adquiridos ao longo de
uma faixa de massa de m/z 50 a 1200, com voltagem capilar em 3.5 kV, presséo do
gas de nebulizacdo (N,) de 2 bar, gas de secagem em 8 L min™, temperatura da
fonte de 180 °C, colisdo de RF de 150 Vpp; transfer 70 mS e armazenamento pré-
pulso de 5 mS. O equipamento foi calibrado com formiato de s6dio 10mM, cobrindo
a faixa de aquisicdo de m/z 50 até 1200. Experimentos automaticos de MS/MS
foram realizados ajustando os valores de energia de colisdo como se segue: m/z
100, 15 eV; m/z 500, 35 eV; m/z 1000, 50 eV, usando nitrogénio como gas de
colisdo. Os dados de MS e MS/MS foram processados por meio do software Data
analysis 4.0 (BrukerDaltonics, Alemanha).

Os acidos fendlicos e flavonoides foram caracterizados pelo espectro de
UV/Vis (210-800 nm) e massa exata, padrdes de fragmentacdo MS" em comparac&o
com os dados da biblioteca do equipamento, bases de dados (paddes, Metlin,
MassBank, KeggCompound, ChemSpider) e em comparagédo com padrao isotopico.
A gquantificacdo dos &cidos fendlicos e flavonoides foi realizada através de curva de
calibragcéo externa com padrdes de cada composto e os resultados foram expressos

emmgg™.

5.2.5. Andlise quantitativa de compostos fenolicos e eficiéncia de encapsulacao
O teor de compostos fendlicos do EP e das MP foi analisado por LC-ESI-

gTOF-MS (descrito em item 5.2.4) de acordo com a equacdo 1. A eficiéncia de
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encapsulacdo (EE) foi calculada para cada composto fendlico identificado e
quantificado, utilizando a eq.1:

EE(%) = x 100 Eq. 1

Onde CFM corresponde ao conteudo de cada um dos compostos fendlicos
das microparticulas e CFA corresponde ao contetudo de cada composto fendlico do
extrato de propolis adicionados na microparticula. Os resultados foram expressos
em porcentagem de eficiéncia de encapsulagéo.

5.2.6. Andlise do teor de umidade e da atividade de 4gua

O teor de umidade das MP foi medido gravimetricamente sobre uma base
umida (AOAC, 1995). Cerca de 1 g da amostra foi seca em estufa (New Ethics,
Brasil) a 105 £ 2 °C por um periodo de 5 h até peso constante. Para o célculo do
percentual (%) de umidade foi utilizado o peso inicial e final das MP. A atividade de
agua (a,) foi medida por leitura direta de, aproximadamente, 1 g de MP no

equipamento Aqualab Novasina (Brasil), de acordo com a AOAC (1995).

5.2.7. Microscopia Eletronica de Varredura

A morfologia das MP foi examinada por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) (JEOL JSM-6060 LV, Japao), conforme Elbaz et al. (2016). Uma pequena
quantidade de cada amostra foi espalhada em suporte metalico com fita de carbono.
Subsequentemente, todas as amostras foram revestidas com ouro e examinadas

sob uma voltagem de aceleracao de 15 kV e ampliacdo de 3000 x.

5.2.8. Andlise termogravimétrica

A estabilidade térmica do EPL, PCE e das MP foi avaliada através de um
analisador termogravimétrico (TGA, TA-60WS, Shimadzu, Japao). A amostra (cerca
de 5 mg) foi aguecida em capsulas de platina numa faixa de 30 a 600 °C, com taxa
de aquecimento de 10 °C min™ e um fluxo de nitrogénio de 50 mL min™. Uma

capsula de platina vazia foi utilizada como referéncia.
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5.2.9. Fortificacdo dos bolos com microparticulas de propolis

Os bolos controle, com adi¢do de extrato e com adicdo da microparticula MP
PCE2% foram preparados com a adicdo dos ingredientes descritos na Tabela 1. A
microparticula com 2% de material de parede apresentou os melhores resultados
para a eficiéncia de encapsulacdo, conteudo de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante nos bolos, além das melhores propriedades fisicas, e por isso foi a
escolhida para ser utilizada para a analise sensorial do bolo.

Todos os ingredientes foram homogeneizados, com excecédo do fermento, e
levados a batedeira (Arno Planetaria Deluxe, Brasil) por 3 min. Apds, a batedeira foi
desligada e adicionou-se o fermento ao bolo controle; e para os bolos com adicao
das microparticulas, o fermento foi adicionado juntamente com 2 g de MP (41,22 mg
g’ de total de compostos fenélicos). No bolo com a adicdo do EP foi colocado 1 g
de EPL/bolo (43, 82 mg g* de total de compostos fendlicos), que também foi
adicionado juntamente com o fermento. O batimento foi mantido por mais 2 minutos
para obtencdo de uma massa homogénea, cujo rendimento em massa liquida (bolo
cru) foi de 900 mL.

Todas as amostras preparadas continham uma quantidade equivalente de
EP, seja na sua forma livre ou encapsulada. O cozimento dos bolos foi realizado em
um forno elétrico (Layr, Brasil) pré-aquecido a 150 °C durante 25 min. O bolo sem a
adicdo de MP e sem adicdo de EP foi preparado como controle. As amostras de
bolos (bolo controle, bolo adicionado com EP, bolo com adicdo de MP PCE2%)
foram avaliadas quanto ao indice de crescimento, coloragdo, total de compostos
fendlicos, atividade antioxidante e analise sensorial. Os experimentos de producédo

dos bolos foram conduzidos independentes e realizados por duas vezes.

Tabela 1. Percentual de ingredientes das formulac¢des dos bolos

Bolos
Ingredientes Quantidade (%)
Controle Extrato de propolis Microparticula*

Farinha 25,8 25,8 25,8
AcuUcar 25,8 25,8 25,8
Leite Integral 25,8 25,8 25,8
Ovos 12,1 12,1 12,1
Margarina 5,4 54 54
Fermento 1,1 1,1 1,1

Microparticula — — 0,1
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Extrato de propolis — 0,2 —
*Microparticula de extrato de prépolis com 2% de proteina concentrada de ervilha

5.2.9.1. Andlise do crescimento e coloracédo dos bolos

Para determinacdo do crescimento dos bolos utilizou-se um paquimetro
(Starret 799, EUA) para medir a massa crua e a massa do bolo apés o seu
forneamento e resfriamento. A andlise foi realizada em cinco pontos distintos da
massa do bolo.

A coloracdo dos bolos controle, com EP e do bolo com a adicdo de MP, foi
determinada pelo método CIEL*a*b*, utilizando um colorimetro (Minolta CR-300,
EUA), iluminador D65, 10 °. Foram determinados componentes de cor: L * [escuro
(O) para claro (100)], a * [verde (-) para vermelho (+)] e b * [azul (-) para amarelo (+)].
O croma € a relacdo entre os valores de a* e b* onde se obtém a cor real do
material analisado, calculado de acordo com a equacao 2. Para a realizacdo da
andlise, cada amostra de bolo foi cortada em fatias de aproximadamente 2 cm de
espessura, e cinco leituras foram tomadas para cada amostra em diferentes pontos

aleatorios.

Croma = ./(a? + b?) Eq. 2

5.2.9.2. Determinacdo do total de compostos fendlicos do extrato de propolis, das
microparticulas e dos bolos

Primeiramente, 50 mg de MP e 8 g dos bolos (previamente triturados em
liquidificador Philco PH900, Brasil) foram misturadas com 10 mL de alcool etilico
P.A., conforme descrito por Ghorbanzade et al. (2017). Realizou-se sonicagao
(Unique, 1400A, Brasil) por 10 min, e ap0s homogeneizacdo dos tubos em
homogeneizador (Turratec, T2-102, Brasil) por 1 min a 12 000 rpm. Os tubos foram
mantidos sob agitacdo por 24 h, a 25 °C em banho com agua, para que houvesse a
ruptura e liberacdo dos compostos de interesse das MP. Apos, foi realizada a
centrifugacéo (Eppendorf 5430 R, Alemanha) a 4200 g por 15 min, a 25 °C.

Para a determinacdo dos compostos fenolicos foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu (SINGLETON et al., 1999). Para isto, 0,5 mL do EP (diluido 1:50 v/v, na
concentracdo de 0,4 mg mL™Y), das MP e dos bolos (apds a extracdo em etanol)

foram adicionadas a 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 M, e apds 5 min foi
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feito a adicdo de 2 mL de solucdo de carbonato de sddio (7,5 %). A leitura da
absorbancia foi realizada ap6s 2 h a 725 nm em espectrofotébmetro (JENWAY 6705
UV/Vis, Espanha). Foi preparado um branco somente com a PCE e o valor foi
subtraido do valor encontrado para as MP. A quantificacdo foi realizada a partir de
uma curva padréo de acido galico nas concentracdes de 30 a 500 yg mL™ (y=0,014x
+ 0,0169, R?*= 0,999). Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido

gélico por grama de amostra (mg EAG g™) em peso seco.

5.2.9.3. Atividade antioxidante do extrato, das microparticulas e dos bolos

A capacidade antioxidante de eliminar os radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo
(DPPH) do EP, das MP e dos bolos foram avaliadas segundo o método descrito por
Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Adicionou-se 0,1 mL de EP ou da solucéo
com as MP, ou dos bolos (ap6s a extracdo com etanol) e 3,9 mL do DPPH em etanol
(0,06 mM). A absorbancia foi medida a 515 nm apés 30 min de reacao, utilizando
um espectrofotdmetro UV-vis (JENWAY 6705 UV/Vis, Espanha). A quantificacéo foi
baseada em uma curva de calibracdo obtida usando Trolox (y=-0,0006x + 1,3054, R2
= 0,9947), e os resultados foram expressos como umol equivalentes de Trolox (TE)
por g de amostra em peso seco.

5.2.9.4. Andlise sensorial dos bolos

A andlise sensorial das amostras do bolo controle, com adicdo de EP e do
bolo com adicdo das MP, foi realizada utilizando o teste de comparacdo mudltipla,
com o intuito de indicar se os bolos com adicdo de EP e com adicdo de MP era
melhor, igual ou pior ao bolo controle em relacdo aos critérios: cor, odor, gosto e
textura. A andlise foi realizada por 30 avaliadores néo treinados com idade entre 18
e 50 anos, de ambos os sexos. As amostras foram fornecidas em pratos
descartaveis com fatias de bolo de 2x2 cm, codificadas com um numero de trés
digitos aleatorios. A comparacdo foi avaliada usando uma escala de 9 pontos,
variando de 1 (extremamente pior) para 9 (extremamente melhor) (Apéndice B).
Todos os avaliadores assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Apéndice C), e foram informados de cada detalhe da pesquisa.
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5.2.10. Anélise estatistica

As determinacdes foram realizadas em triplicata e os resultados expressos
em médias * desvio padrédo. Foi realizada analise de variancia e os testes de Tukey
e Dunnet (p<0,05) usando SAS 9.1 (Cary, NC).

5.3. Resultados e discussao

5.3.1. Identificacdo dos compostos fendlicos por LC-ESI-gTOF-MS
Na tabela 2 estdo apresentadas as concentracdes (mg g™) dos compostos

fendlicos encontrados no EP e nas MP.

Tabela 2. Compostos fendlicos (mg g™) presentes no extrato de prépolis (EP) e nas microparticulas
de propolis (MP), utilizando diferentes concentra¢ges de proteina concentrada de ervilha (PCE) por
LC-ESI-qTOF-MS

Compostos fendlicos EP MP PCE2% MP PCE4% MP PCE6%
Acido galico 0,050,071 0.054x0,00 0,050+0,00 0,06+0,00
Acido clorogénico 0,40+0,07 0,23+0,01 0,20+0,03 0,23+0,02
Acido 4-hidroxibenzéico 0,90+0,02  0,36%0,10 0,10+0,01 0,17+0,05
Acido cafeico 091000 0.47+0,00 0,35%0,00 0,450,00

Rutina 0,01£0,00 0,007x0,00 0,004+0,00 0,006+0,00
Acido p-cumérico 0,90+0,07 0,22+0,00 0,13+0,00 0,17+0,00
Acido ferdlico 2504021 0,67#0,35 0,87+0,08 0,93%0,19
Quercetina 054005 0,14+0,00 0,04+0,01 0,04+0,00
Luteolina 4004033 2.27+0,01 1,23+0,09 1,22+0,16
Kaempferol 1,33+0,12  0,76+0,00 0,40+0,03 0,40+0,05
Crisina 0,25+0,05  0,24+0,01 0,06+0,00 0,03+0,00
Pinocembrina 1,0640,2  0,90%0,03 0,65+0,02 0,65+0,07
Apigenina 9,21+1,02  7,02+0,34 3,96+0,12 3,567+0,08

* Valores referem-se a média de duas determinagdes + desvio padrdo. MP PCE 2%: microparticulas
de extrato de propolis utilizando 2% de proteina concentrada de ervilha como material de parede; MP
PCE 4%: microparticulas de extrato de prépolis utilizando 4% de proteina concentrada de ervilha
como material de parede; MP PCE 6%: microparticulas de extrato de prépolis utilizando 6% de
proteina concentrada de ervilha como material de parede.
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Pela analise por LC-ESI foi possivel detectar 13 compostos fendlicos no EP e
nas MP (Tabela 2). Os flavonoides foram os compostos mais abundantes tanto no
EP quanto nas MP, sendo a apigenina (9,21 mg g') o composto em maior
concentracéo, seguido da luteolina (4,00 mg g™). Dentre os acidos fendlicos, o acido
feralico (2,50 mg g*) e o &cido cafeico (0,91 mg g*) foram encontrados em maior
concentracao.

Analisando as MP, pode-se observar que os flavonoides foram menos
afetados pela secagem por spray drying do que os &cidos fendlicos, com excecao da
quercetina (Tabelas 2 e 3). Possivelmente, em funcdo da estrutura dos flavonoides,
com destaque para a insaturacéo no anel C (posi¢des 2-3), do niumero e da posicao
de grupamentos hidroxilas, da carbonila em C-4 (Anel B), e do seu alto peso
molecular, foi possivel a ocorréncia de interacdes mais fortes destes compostos com
a PCE. Segundo Jia et al. (2016) nem todos os compostos fenodlicos tem a
capacidade de interagir e formar ligacbes com proteinas, sendo que moléculas com
alto peso molecular, geralmente, tem maior capacidade de interacdo com as
proteinas.

Além disso, sabe-se que formacdo de um complexo entre a proteina o
composto fendlico é fortemente influenciada pela natureza da proteina (quantidade
de prolina e triptofano), pela estrutura do composto fendlico (niumero de anéis
aromaticos), pela temperatura e pela presenca de outros compostos (como 0s
carboidratos) que podem afetar as interacdes intermoleculares (VON STASZEWSKI
et al., 2012).

No estudo realizado por Andrade et al. (2017) foram identificados os
compostos artepelin C, kaempferide, kaempferol, pinocembrina, p-cumarico,
clorogénico e cafeico em propolis brasileira, sendo os acidos fendlicos os compostos
mais abundantes. A luteolina, o 4cido cafeico e o kaempferol foram relatados em
diversos trabalhos como sendo capazes de inibir significativamente a proliferacéo de
diferentes tipos de células tumorais (FILOMENI et al., 2012; BUFALO et al., 2013).
Enquanto que, compostos como a apigenina e a pinocembrina presentes na propolis
brasileira, foram apontados como os responsaveis pelo mecanismo anti-inflamatorio
(FRANCHIN et al., 2017).
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5.3.2. Eficiéncia de encapsulacéo

O valor encontrado na quantificacdo dos compostos fendlicos (Tabela 1) para
o EP e para as MP foram utilizados para determinar a eficiéncia de encapsulacao.
Pode-se observar que a eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas variou de
acordo com a concentragdo do material de parede utilizado e com o composto
fendlico analisado (Tabela 3).

Tabela 3. Eficiéncia de encapsulacdo (%) dos compostos fendlicos presentes nas microparticulas de
extrato de prépolis com diferentes concentracfes de proteina concentrada de ervilha (PCE) como
material de parede

Compostos fendlicos MP PCE 2 % MP PCE 4 % MP PCE 6 %
- . 100,00% 94,37 100,00%
Acido gélico

59,11° 52,46° 60,00%

Acido clorogénico

Acido 4- 41,26° 11,51° 19,90°
hidroxibenzdico

a c b
Acido cafeico 51,30 38,26 49,04
Rutina 80,10° 41,77° 65,34
Aci Ari 39,92° 23,80° 30,80°
Acido p-cumaérico
C b a
Acido ferdlico 26,94 34,70 37,38
; 26,922 6,96° 7.14°
Quercetina
i 57,93° 31,47° 31,10
Luteolina
57,30° 30,47° 29 76°
Kaempferol
Crisina 97,70% 23,50 13,20°
- - 84,70 72,26° 99,70
Pinocembrina
76,242 43,05° 38,80%

Apigenina

Médias acompanhadas por mesma letra minUscula na llinha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). (MP PCE 2%: microparticula produzida utilizando 2% de material de parede; MP PCE 4%:
microparticula produzida utilizando 4%; MP PCE 6%; microparticula produzida utilizando 6% de
material de parede).

Dentre as microparticulas, a MP produzida com PCE 2% apresentou
significativamente a maior eficiéncia de encapsulacdo para 10 dos 13 compostos
fendlicos quantificados do EP, tanto para os flavonoides quanto para os acidos
fendlicos, em relacdo as microparticulas com PCE 4% e PCE 6%. A excecéo
ocorreu com o0 acido clorogénico, éacido ferdlico, e a pinocembrina, nas

microparticulas em que se utilizou PCE 6%.
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Esse comportamento pode ser explicado em funcdo da secagem ocorrer de
forma mais rapida quando se utiliza menores concentragdes da proteina, acelerando
a formacdo de uma crosta externa que protege os compostos fenolicos. Como
consequéncia, ocorre a producdo de microparticulas com maior retencdo de
compostos fendlicos (EZHILARASI et al., 2014). Assim, quanto mais tempo 0s
compostos bioativos ficam expostos a altas temperaturas, maiores sao as perdas
decorrentes.

Quanto aos compostos fendlicos, as maiores porcentagens de eficiéncia de
encapsulacdo das MP foi para o &cido gélico, a pinocembrina e a crisina. O &cido
gélico possui 4 hidroxilas (OH), enquanto a crisina e a pinocembrina possuem 2
grupamentos hidroxila no seu anel B, o que os diferenciam na estrutura dos demais
compostos, e esta pode ter sido a razdo da maior eficiéncia.

O composto fendlico mais afetado pela encapsulacdo por spray drying foi a
quercetina (Tabelas 2 e 3). Busch et al. (2017) também relataram degradacdo na
maioria dos compostos fendlicos da prépolis microencapsulada por spray drying, e
relataram que a adicdo de gomas (vinal ou arabica) melhorou a eficiéncia de
encapsulacdo de alguns compostos fendlicos da propolis, especialmente da
quercetina. No trabalho de Nascimento et al. (2016), apesar dos autores terem
encontrado alta eficiéncia de encapsulacao do EP (38,0% a 99,0%) para alguns dos
flavonoides nanoencapsulados, as perdas foram superiores a 50%.

No entanto, apesar da variacdo na eficiéncia encontrada neste estudo, em
todas as formulacdes ocorreu a manutencdo dos compostos fendlicos originalmente
identificados no EP de forma equitativa. Da Rosa et al. (2014), ao encapsularem
compostos fendlicos de amora, ndo encontraram nenhuma matriz capaz de
encapsular equitativamente todos os compostos originalmente identificados no
extrato fendlico.

A eficiencia da encapsulacdo pode estar relacionada a diferentes fatores,
como a interacdo entre oS compostos bioativos e o material de parede; e a
temperatura de secagem no spray drying, que pode degradar oS compostos
bioativos, como os compostos fenolicos por serem termolabeis (Da ROSA et al.,
2014; Dos REIS et al., 2017). Aléem disso, a intensidade em que 0s compostos séo
afetados pode variar de acordo com o perfil de composicéo da prépolis, a qual pode
apresentar compostos mais ou menos suscetiveis a altas temperaturas (Da SILVA et
al., 2011).
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5.3.3. Umidade e atividade de agua das microparticulas

As MP apresentaram valores de umidade de 6,71% para o PCE com 2%,
2,53% para o PCE com 4% e 1,87 % para o PCE com 6 %. Em relacdo a ay,, 0s
valores foram 0,619 para o PCE com 2%, 0,334 para o PCE com 4% e de 0,302
para o PCE 6%. Pode-se observar que o aumento na concentragdo do material de
parede ocasionou uma reducdo no conteudo de umidade e na a, (PCE 2%).
Provavelmente, o menor teor de sélidos das microparticulas com PCE 2% tenha
acelerado o processo de secagem no spray drying, reduzindo o tempo de
permanéncia das particulas na cadmara de secagem, em relacdo as demais, o que
leva a rapida formacdo de uma crosta na particula, dificultando a evaporacédo da
agua.

Os valores obtidos estdo de acordo com outros estudos. Bajaj, Tang e Sabalni
(2015) encontraram valores de 3,95% de umidade e de 0,18 para ay, utilizando
proteina isolada de ervilha na microencapsulacéo de 6leo de linhaca. Da Silva et al.
(2013), ao utilizarem goma arabica e amido OSA na encapsulacdo do EP,
encontraram valores de umidade variando de 4,9 a 12,6% e de 0,25 a 0,39 para ay,
sendo os valores dependentes do material de parede e da concentracéo utilizada.

O baixo conteado de umidade é suficiente para garantir a estabilidade do
material apos sairem do spray drying, pois dessa forma as microparticulas ndo se
aglomeram. A aglomeracdo de particulas com alta umidade poderia causar
diminuicdo na retencdo do composto bioativo, além de dificultar a dispersédo do pé
(da SILVA et al., 2013).

Todos os valores encontrados para a, sdo considerados adequados para
produtos secos por spray drying. A baixa a,, inibe o crescimento microbiano e afeta
na reducao da taxa relativa de reacfes oxidativas, o que confere maior estabilidade
durante o armazenamento (QUIRINO LACERDA et al., 2016; dos REIS et al., 2017).

5.3.4. Microscopia Eletronica de Varredura

Segundo as micrografias das MP n&o houve influéncia da concentracdo de
PCE na morfologia das microparticulas (Figura 1: A, B, C), sendo que todas
apresentaram rugosidades e tamanhos variados. Segundo Bajaj, Tang e Sabalni
(2015) a grande variagdo de tamanho € uma caracteristica das microparticulas

obtidas na secagem por spray drying. Apesar disso, ndo foram observadas fissuras
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nas microparticulas, o que indica uma melhor protecdo dos compostos fendlicos da

propolis.

X ‘.A' - 7‘ A < ) ;; ‘:'\ A t o ¢ » b
Figura 1. Micrografias de microparticulas de extrato de propolis por spray drying produzidas com: (A)
Proteina concentrada de ervilha 2 % (PCE 2 %), (B) Proteina de concentrada de ervilha 4 % (PCE 4
%), e (C) Proteina de concentrada de ervilha 6 % (PCE 6 %) (ampliacdo x1500)

Esta caracteristica ja foi relatada por outros autores ao utilizarem proteinas
como material de parede na producédo de microcapsulas, como do trabalho de Costa
et al. (2015), no qual foi utilizada proteina de ervilha na encapsulacdo de acido
linoleico conjugado por spray drying, pelo qual foi observado que ocorreu a formacao
de formato esférico porém com invaginacdes e rugosidades, além da agregacédo
entre as microcapsulas. Guerin et al. (2017), ao microencapsularem Lactobacillus
rhamnosus GG com proteina do soro de leite por spray drying, relataram a producéo
de particulas lisas, porém néo esféricas e com rugosidades. Bruschi et al. (2003) ao
microencapsularem EP utilizando gelatina e manitol por spray drying, também
obtiveram microparticulas de superficie lisa, porém com rugosidades.

Segundo Gharsallaoui et al. (2012) a presenca de acguUcares de baixo peso
molecular nas solucdes que sdo atomizadas pode auxiliar na retencdo de moléculas
de agua, evitando depressfes na superficie das particulas. Porém, a presenca do
manitol no presente trabalho ndo apresentou o efeito esperado, pois ndo possibilitou

a formacéo de particulas com superficies lisas e uniformes.

5.3.5. Andlise termogravimétrica

Todas as amostras apresentaram somente um nivel de perda de massa
(resultados nao demonstrados), sendo correspondente a temperatura de
decomposicdo dos constituintes. Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados das
temperaturas iniciais (DTi) e finais (DTf) de decomposicdo e a perda de massa do
EP, do PCE e das MP.
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Tabela 4. Analise termogravimétrica dos constituintes das microparticulas (MP) com extrato de
propolis (EP), e das MP com diferentes concentracdes de proteina concentrada de ervilha (PCE)

Constituintes das MP T4(°C) T4(°C) Perda de massa (%)
EP 214,63 370,58 55,562

PCE 278,94 427,46 62,84

MP  com diferentes

concentracdes de PCE T4i(°C) T(°C) Perda de massa (%)
2% 272,04 419,14 53,52

4% 262,52 454,48 60,85

6% 251,48 441,11 52,62

Tdi= Temperatura de decomposicao inicial
Tar= Temperatura de decomposicéo final

As MP apresentaram o intervalo de temperatura de decomposicao similar ao
do material de parede, e uma reducdo nos valores de perda de massa. Porém
quando comparado ao EP, observa-se que as MP apresentaram temperaturas de
decomposicao superior, refletindo em maior estabilidade térmica das MP, com
destaque para a microparticula formada com PCE 2 %. Estes resultados condizem
com a alta eficiéncia de encapsulacao desta microparticula, o que demonstra que
ocorreu uma maior interacdo entre a PCE e os compostos fendlicos do EP quando
se utilizou 2% de PCE. Portanto, a protecdo dos compostos fendlicos da propolis
encapsulada pela matriz polimérica foi assim confirmada.

Xiaojing et al. (2015) produziram filmes com adicdo de diferentes
concentracbes de nanoparticulas com proteina isolada de amendoim (0,5, 1,0, 2,0,
4,0%), e observaram uma maior temperatura de decomposicao térmica em filmes
com adicdo de 2% de nanoparticulas quando comparado aos filmes produzidos

somente com proteina isolada ou amido de milho.

5.3.6. Total de compostos fendlicos e atividade antioxidante das MP e dos bolos

O EP apresentou conteudo significativamente superior do total de compostos
fendlicos e da atividade antioxidante em relacdo as MP (Tabela 5). Estes resultados
evidenciam perdas no conteudo de compostos fendlicos e consequentemente na
atividade antioxidante das MP, decorrentes das altas temperaturas utilizadas no
spray drying. Dentre as MP, aquelas formadas com PCE 2% apresentaram
significativamente teores maiores de total de compostos fendlicos em relagdo as

demais.



107

Tabela 5. Total de compostos fendlicos e atividade antioxidante (DPPH) do extrato de prépolis, das
microparticulas de prépolis e dos bolos

Compostos fendlicos DPPH
Tratamentos (mg EAG g'l) (umol TE g'l)
Microparticulas Bolos Microparticulas Bolos
Controle — 0,526+0,18° — 0,22+0,02°
Extrato 43,82+0,522 11,45+0,85° 51,12 +2,58% 5,36+0,69°
PCE 2% 20,61+0,20° 12,23+1,70% 18,37 +0,32° 10,32+0,04"
PCE 4% 11,09+0,19° 5,47+0,20° 18,21 +0,49° 11,710,082
PCE 6% 10,30+0,22° 6,44+0,16" 18,71 +0,67° 11,37+0,50°

Médias acompanhadas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
PCE 2%: microparticula produzida utilizando 2% de proteina concentrada de ervilha; PCE 4%:
microparticula produzida utilizando 4% de proteina concentrada de ervilha; PCE 6%: microparticula
produzida utilizando 6% de proteina concentrada de ervilha.

Entretanto, ndo houve diferencas nos valores de atividade antioxidante entre
as MP. Isso pode ser explicado porque em todas as MP os compostos fendlicos
presentes no EP se mantiveram, porém, geralmente em menores concentracdes,
dependendo da MP (Tabela 2). O trabalho de Souza et al. (2007) descreve
resultados semelhantes, em que mesmo com perdas acima de 50,0% dos
compostos fenolicos no EP, apés a utilizagcdo do spray drying, a propolis seca
demonstrou uma atividade antioxidante semelhante & do extrato, determinado pelo
método DPPH.

Os maiores teores de compostos fendlicos no bolo foram obtidos com a
aplicacdo das MP constituidas de PCE 2%, com 12,23 mg de compostos fenoélicos
por g de propolis (Tab. 5), sendo significativamente superior as demais
microparticulas. Quando adicionado aos bolos, o EP sofreu degradacdo térmica,
com reducdo de 74% dos compostos fenolicos. Porém, quando as MP foram
adicionadas aos bolos, o percentual de degradacdo dos compostos fendlicos (PCE
2% = 41%, PCE 4% = 49% e PCE 6% = 38%) se mostrou inferior. Esses resultados
demonstram que a encapsulacao foi eficiente na protegcdo dos compostos fendlicos
frente a altas temperaturas do forneamento do bolo.

Vale ressaltar que mesmo com as perdas de compostos fendélicos decorrentes
da secagem por spray drying, a utilizagdo das MP no bolo causou menor percentual
de degradacdo dos compostos fendlicos. Além da temperatura de forneamento (150

°C), a reducdo no teor de compostos fendlicos deve ser atribuida as condi¢cdes de
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elaboracao do bolo, como o batimento da massa, que pode promover uma liberagao
antecipada dos compostos da propolis.

A secagem por atomizacdo € um método comum de producdo de
microparticulas, mas requer o uso de altas temperaturas, o que pode afetar
negativamente a presenca de alguns compostos bioativos do produto (PANG et al.,
2014), devido aos compostos fendlicos do EP serem propensos a degradacgéo
térmica (da SILVA et al., 2011).

A atividade antioxidante das MP (antes da adicdo nos bolos) nao diferiu,
mesmo com diferencas significativas no teor total de compostos fendlicos (Tabela 5).
Sabe-se que os compostos fendlicos agem em sinergismo para propiciar a atividade
antioxidante (da ROSA et al., 2014) e conforme apresentado na tabela 1, todos os
compostos fendlicos presentes no EP foram identificados nas MP, porém em
menores quantidades.

No entanto, em relacdo a atividade antioxidante apés aplicacdo do EP nos
bolos, pode-se observar uma reducdo superior a 89% em relacdo ao EP antes do
forneamento. Além disso, o bolo com adicdo de EP apresentou valor
significativamente inferior aqueles bolos adicionados de MP, evidenciando que a
encapsulacdo manteve a atividade antioxidante do EP mesmo apds exposicdo a
altas temperaturas.

5.3.7. Caracteristicas fisicas dos bolos
5.3.7.1. indice de crescimento dos bolos

O bolo controle apresentou aumento de 12,67% na sua altura apos o
forneamento, enquanto que os bolos adicionados de EP (16,67%) e a MP formada
com PCE 2 % (15,29%) apresentaram 0Ss maiores percentuais de crescimento (Tab.
6). No entanto, os bolos em que foi adicionado as MP com PCE 4% (9,46%) e com
PCE 6% (10,82%) apresentaram altura de crescimento menor em relagdo ao bolo

controle.
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Tabela 6. Caracteristicas fisicas de bolos adicionados de extrato de propolis e microparticulas de
extrato de propolis produzidas com proteina concentrada de erviha (PCE) em diferentes
concentracdes (2, 4, e 6%)

Bolos Indice de crescimento Coloragéo
(%)
L* a* b* Croma

Controle 12,67+0,50c 70,16+2,392 -5,22+0,302 33,01+0,73° 33,40+0,69°
Extrato 16,67+0,90a 70,13+1,22° -4,00+0,30% 35,94+0,64° 36,39+0,42°
PCE 2% 15,29+0,90b 71,63+1,202 -5,01+0,202 33,28+0,64° 33,66+0,65°
PCE 4% 9,46+0,30e 68,09+1,06° -4,62+0,20° 38,99+0,972 39,26+0,95°
PCE 6% 10,82+0,60d 69,09+1,01° -4,08+1,30° 35,67 +0,53" 35,98+0,56°

Médias acompanhadas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
mg EAG g'= miligrama equivalente de &cido galico por grama de amostra seca. pmol TE g*'=
micrograma equivalente de trolox por grama de amostra seca.

Estes resultados demonstram que a adicdo das MP afetaram o crescimento
dos bolos, e que o0 uso de PCE 2% é benéfico e aumenta o seu crescimento. No
entanto, o aumento na concentracdo do material de parede (com 4% e 6% de PCE)
impediu o crescimento dos bolos, que foi significativamente inferior ao bolo controle.
Acredita-se que a alta concentracdo de proteina (MP com PCE 4% e com PCE 6%)
e a diferenca do tipo de proteina (concentrada de ervilha) em relagdo ao bolo
controle (proteinas do ovo), foram responsaveis pelas diferencas no crescimento.

Lin et al. (2017) elaboraram bolos substituindo o uso do ovo pela proteina
isolada de ervilha e relataram crescimento de 69-83%, enquanto que o bolo controle
(uso de proteinas do ovo) apresentou crescimento de 95%, além disto, o uso de

proteina isolada de ervilha resultou em bolos muito firmes.

5.3.7.2. Coloracao dos bolos

N&o foi observado influéncia significativa nos bolos com adicdo de EP ou das
MP nos valores de L* e a*, em relacdo a amostra do bolo controle (Tabela 7).
Porém, o EP e a MP influenciaram significativamente nos valores do parametro b* e
croma obtidos para as amostras de bolo. O parametro b* € o mais caracteristico para
avaliacdo dos bolos (coloracbes do azul ao amarelo). O bolo com adicdo das
microparticulas elaboradas com PCE 4%, PCE 6% e o bolo com a adicdo de EP
apresentaram as maiores pigmentacbes, sendo significativamente superior a

colorag&o do bolo controle e aquele elaborado com a MP com PCE 2%.
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Constatou-se que, a adicao de altas concentracdes de PCE (4 e 6%) nas MP
influenciou na coloragéao dos bolos, conforme os resultados da coloragéo na tabela 6
e da avaliacdo sensorial na tabela 7. O alto valor de b* no bolo com EP é atribuido a
cor em tom marrom natural da propolis que influenciou a coloracdo amarela do bolo.
Segundo da Silva et al. (2013) o extrato de prépolis possui altas concentracdes de
flavonoides, que sé&o pigmentos que induzem a coloragcdo amarela.

No entanto, o bolo com adicdo de PCE 2% foi o unico que nao diferiu do bolo
controle, ou seja, a menor concentracdo da PCE (2%) ndo alterou a coloracdo do
bolo. Este resultado € de grande importancia para futuras aplicacbes do EP
microencapsulado em alimentos, visto que ndo alterou as caracteristicas visuais do
produto analisado. A avaliagcdo sensorial também suportou esse resultado (Tabela
6).

Pasrija et al. (2015) relataram comportamento semelhante em relacdo a
adicdo de extrato de cha verde ou de microcidpsulas em pédo. Os autores
observaram que os paes incorporados de microcapsulas de cha verde exibiram
melhores resultados na coloracdo do que a adicdo do extrato de cha verde puro.
Rocha et al. (2012) ao avaliarem a adicdo de microcdpsulas de licopeno utilizando
amido modificado (Capsul) em bolos, constataram uma coloragdo mais homogénea
nesses bolos do que o bolo com adicéo do licopeno livre.

5.3.8. Andlise sensorial dos bolos
Na tabela 7 estdo apresentados os valores dos parametros avaliados na
andlise sensorial para o bolo controle, o bolo com EP, e o bolo com a adicdo de MP

com PCE 2% (escolhida para aplicacédo devido aos resultados anteriores).

Tabela 7. Média das notas da avaliagao sensorial do bolo controle e dos bolos adicionados de extrato
de prépolis (EP) e microparticulas de extrato de propolis com 2% de proteina concentrada de ervilha
(MP PCE 2%)

Bolos Cor Odor Gosto Textura
Controle 5,18+0,67 5,37+1,01 5,42+1,10 5,52+1,00
EP 4,35+0,85* 4,04+1,06* 3,69+1,16* 4,08+0,91*
MP PCE 2 % 5,14+0,80 5,3210,9 5,33+1,01 5,32+1,12

Os atributos cor, odor, gosto e textura foram medidos em relagdo ao bolo controle no teste de
comparacao multipla com uma escala de 9 pontos (1 = extremamente inferior, 2 = muito inferior, 3 =
moderadamente inferior, 4 = ligeiramente inferior, 5 = igual ao controle, 6 = ligeiramente melhor, 7 =
moderadamente melhor, 8 = muito melhor e 9 = extremamente melhor). Bolo controle feito sem
adicdo de extrato de propolis e sem adicdo de MP PCE 2 %. O bolo controle foi identificado e
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oferecido aos avaliadores como amostra Controle, e também oferecido juntamente com os bolos com
extrato e com MP. Média de trés repeticdes + desvio padrdo. * Significativo em relacdo ao bolo
controle pelo teste de Dunnett (p<0,05).

Pode-se observar que a adicdo do EP puro aos bolos ocasionou diferenca
significativa nos atributos cor, odor, gosto e textura em relagcdo ao bolo controle. Os
valores médios obtidos para o bolo com o EP foram os menores, com notas entre
3,69 (moderadamente inferior ao bolo controle) a 4,35 (ligeiramente inferior ao bolo
controle). Assim, foi observado que a adicdo do EP inferiu negativamente nos
atributos de cor, odor, gosto e textura dos bolos.

A percepcgéo da diferenga do bolo com EP em relagdo ao bolo controle pode
ser devido ao forte sabor e odor da propolis que permaneceu no produto. De acordo
com Cam et al. (2014) os compostos fendlicos conferem sabor adstringente, e sua
percepcao depende da quantidade presente e da composi¢ao dos alimentos.

Por outro lado, ndo foi observada diferenca significativa nos atributos
avaliados do bolo com a adicdo de MP PCE 2%, em relacdo ao bolo controle. Isso é
uma indicacdo que a microencapsulacéo foi eficiente para mascarar o sabor e odor
forte da propolis.

Mendanha et al. (2009) ao microencapsularem o hidrolisado de caseina por
coacervacdo complexa utilizando pectina e proteina isolada de soja obtiveram
microcapsulas com atenuacdo da amargura da caseina. Alguns autores
encapsularam extratos e coprodutos da prépolis para mascarar seus sabores
quando aplicado em produtos carneos. Bernardi et al. (2013) ao microencapsularem
EP utilizando pectina e proteina isolada de soja por coacervacdo complexa,
aplicaram as mesmas em salame tipo italiano e, ap06s a analise sensorial
constataram que o salame que recebeu a adicdo de microcapsulas foi mais aceito
do que o salame que teve adicédo do EP, confirmando que a encapsulacéo foi efetiva
para atenuar o sabor e aroma da propolis. Spinelli et al. (2015) produziram
microcapsulas de EP utilizando goma arabica e Capsul em diferentes proporc¢oes, e
aplicaram em hambuarguer de peixe, onde o0s resultados demonstraram uma
avaliacdo sensorial positiva. Dos Reis et al. (2017) microencapsularam o coproduto
do EP utilizando Capsul, e os resultados demonstraram que os hamburgueres com
adicdo de microcépsulas obtiveram boa aceitacdo sensorial quando aplicados em
hamburgueres (63,80%), porém inferiores do que o hambudrguer controle (sem

adicao de microcapsulas, 72,04%).



5.4. Concluséo

As microparticulas de EP utilizando como material de parede PCE 2 %, PCE
4 % e PCE 6 % apresentaram umidade e a, satisfatérias para o seu
armazenamento; sendo que a reducdo da perda de massa e 0 aumento da
estabilidade térmica de todas as microparticulas sdo um indicativo da confirmacao
da encapsulagcédo. No entanto, a microparticula com 2 % de proteina concentrada de
ervilha pode ser considerada a mais adequada para aplicacdo em bolo, pois
apresentou maior eficiéncia de encapsulacéo, maior teor de compostos fendlicos e
coloracdo proxima do bolo controle.

A microencapsulacdo do extrato de prépolis com PCE 2% por spray drying
mascarou a cor, odor e o sabor do extrato de prépolis quando aplicadas em bolos.
As microparticulas produzidas neste estudo podem agregar valor nutricional para o
produto em que sao incorporados devido aos compostos fendlicos presentes, que
conferem diversas propriedades bioldgicas. Estudos futuros envolvendo ensaios
moleculares especificos para caracterizar as possiveis modificacdes nas proteinas e

nas microparticulas sdo recomendadas.
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6. Consideragdes finais

As técnicas de DSC, TGA, ATR-FTIR, e Difracdo de raios-X possibilitaram a
confirmacédo da microencapsulacao do extrato de prépolis com diferentes proteinas.
Independente da proteina utilizada como material de parede na microencapsulacéao
de propolis obteve-se microparticulas de formato irregular, com rugosidades e
diferentes tamanhos, o que foi atribuido ao método de encapsulagdo empregado,
spray drying.

No entanto, dentre as proteinas utilizadas, a maior eficiéncia de
encapsulacdo, atividade antioxidante e rendimento, foram obtidos com a proteina
concentrada de ervilha como material de parede. Além disso, sua aplicacdo
demonstrou ser adequada para a producdo de queijo Minas Frescal, devido a maior
liberacdo dos compostos fendlicos no intestino durante a digestdo gastrointestinal.

Ao analisar diferentes concentracdes do extrato de propolis e do material de
parede, os melhores resultados para a atividade antioxidante e antimicrobiana foram
obtidos com as microparticulas onde se utilizou 5% de extrato e 2% de proteina
concentrada de ervilha. Porém, a adicdo do manitol como tentativa de otimizar o
rendimento e melhorar a morfologia através da diminuicdo da agregacdo das
microparticulas e das rugosidades destas ndo apresentou diferenca nas
formulacoes.

Os resultados microbiologicos de CIM e CBM demonstraram que a atividade
antibacteriana do extrato de propolis puro foi mantida com a microencapsulacéo
somente para as microparticulas com 2% de proteina de ervilha como material de
parede, possivelmente devido a essa concentracdo de material de parede permitir a
permeacdo do extrato de propolis para o interior da célula microbiana. Além disso,
as microparticulas so tiveram atividade frente as bactérias Gram-positivas.

Apos a aplicacado da microparticula de propolis em bolo, houve a reducéo nos
compostos fendlicos e na atividade antioxidante. Porém, os resultados da analise
sensorial demonstraram que o bolo fortificado com microparticulas utilizando 2% de
proteina concentrada de ervilha e 5% de extrato de propolis resultou em
caracteristicas de cor, odor, sabor e textura semelhante ao bolo controle,
evidenciando que a microencapsulacdo mascarou as propriedades sensoriais do

extrato de proépolis.
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Apéndice A - Tabela de liberacdo de compostos fendlicos do extrato de
prépolis microencapsulado em condi¢cdes gastrointestinais simuladas apoés

aplicacdo em matrizes alimentares

Tabela 1. Digestdo in vitro dos compostos fendlicos do extrato de propolis
microencapsulado por spray drying

Queijo
Proteinas Tempo (minutos)
0 60 120 180 240 300 360
Arroz 2,88+1,46b 7,28+0,1b 14,67+2,2b 26,00+1,9c 23,23+0,6b 32,85+1,5b 33,06+2,5c
Ervilha 22,08+8,2a 13,65+2,8a 41,36+16,2a  68,23+0,6a 82,91+18,7a  89,64+11,0a 82,48+4,4a
Soja 3,29+0,5b 9,86+3,1ab 15,21+0,3b 29,82+3,0c 25,17+2,6b 31,79+0,9b 28,48+1,0c
Ovoalbumina  5,25+2,7b 15,27+0,1a 22,64+1,7ab  37,58+0,6b 49,11+10,0b  43,85%0,8b 45,28+2,6b
Pudim
Proteinas Tempo (minutos)
0 60 120 180 240 300 360
Arroz 19,88+1,8a 45,50+6,4b 54,03+3,8ab  100,56+0,4a  100,60+7,5a  100,50+0,1a  100,71+0,3a
Ervilha 14,49+2,9b 74,63+0,2a 65,41+10,0a  80,18+10,0b  86,67+14,0a  95,35+2,72 83,69+8,4b
Soja 6,50+0,4c 34,62+7,7b 39,33+0,9b 54,33+0,8¢c 56,37+0,3b 57,04+2,9¢c 53,31+6,6¢

Ovoalbumina  12,15+0,2b 67,31+0,3a 67,8346,92 84,60+2,0b 94,07+2,8a 89,83+1,0b 95,79+4,0ab

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05) avaliando as proteinas utilizadas como material de parede, dentro de cada tempo.
Média de trés repeticdes + desvio padréo.
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Apéndice B — Teste de comparacdo multipla utilizado para avaliacdo sensorial
de bolos com adi¢cdo de extrato de propolis e de microparticulas com extrato

de prépolis

Vocé estd recebendo um bolo identificado como P (padrdo) e trés bolos
identificados. Compare cada bolo com o padréo e identifique se é melhor, igual ou
inferior quanto aos critérios abaixo:

Caodigo das amostras ODOR SABOR TEXTURA COR

(9) Extremamente melhor
(8) Muito melhor

(7) Moderadamente melhor
(6) Ligeiramente melhor
(5) lgual ao padrao

(4) Ligeiramente inferior
(3) Moderadamente inferior
(2) Muito inferior

(1) Extremamente inferior

Comentario adicional:
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Apéndice C: Termo de consentimento livre e esclarecido utilizado na anélise

sensorial dos bolos

Analise Sensorial de bolo
Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma avaliagédo sensorial sobre bolo. Para que
possa decidir se quer ou nao participar, vocé precisa conhecer as caracteristicas da pesquisa.

JUSTIFICATIVA
O presente estudo sera realizado para aplicacéo de teste sensorial.

OBJETIVO DO ESTUDO
Caracterizar e analisar sensorialmente as propriedades de bolo composto de farinha de trigo,
agucar, leite integral, ovos, margarina e fermento quimico.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Vocé receberé 4 unidades de bolo codificados com nimeros aleatorios de trés digitos, sendo
que um deles é o “bolo padrdo”. O teste sensorial aplicado serda o de comparagdo multipla, com
duracdo de aproximadamente 10 minutos. Neste teste vocé tera que comparar cada amostra de bolo
com a padrao e identificar se € melhor, igual ou inferior, baseando-se na escala que variade 1 a 9
(sendo lextremamente inferior e 9 para extremamente melhor).

RISCOS
O consumo do produto ndo oferece riscos a saude, desde que, ndo seja ingerido por pessoas
intolerantes ao glaten ou alérgicas a algum outro componente da formulacdo dos bolos.

BENEFICIOS

O beneficio de participar da pesquisa relaciona-se ao fato que os resultados serédo
incorporados ao conhecimento cientifico e posteriormente a situacdes de ensino-aprendizagem, além
do uso futuro pelas indastrias farmacéuticas e alimenticias.

ANONIMATO
Seu nome ndo serd revelado ainda que informacdes sejam utilizadas para propositos
educativos ou de publicagéo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

CUSTOS
N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para sua participacao no estudo.

BASES DA PARTICIPAQAO
E importante que vocé saiba que a sua participacao neste estudo € completamente voluntaria
e gue pode recusar-se a participar ou interromper sua participagdo a qualquer momento.

ESCLARECIMENTOS
Em caso de qualquer duvida a respeito da pesquisa e/ou dos métodos utilizados, podera
procurar a qualguer momento o pesquisador (a) responsavel.

CONCORDANCIA NA PARTICIPACAO

Eu li as informacdes acima e entendi o
propdsito deste estudo, assim como, 0s riscos potenciais da participagdo no mesmo. Tive a
oportunidade de fazer perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou meu livre
consentimento para participar deste estudo de forma voluntaria.

Assinatura do Avaliador Data




