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Resumo

A propolis € um produto resinoso produzido por abelhas meliferas a partir de fontes vegetais.
Tal produto apicola tem atraido interesse das inddstrias de alimentos, farmacéutica e
cosmeética devido as suas diversas propriedades farmacoldgicas, como acdo anti-inflamatéria,
cicatrizante, anestésica, anticarcinogénica, entre outras. O método de microencapsulacdo de
compostos de interesse possui ampla aplicabilidade, caracterizando-se como um método
eficaz e de extrema importancia na preservacdo dos compostos, protegendo-os contra
condicdes adversas do meio e/ou do processamento. A aplicacdo da prépolis em alimentos
ainda é limitada, pois além de ser soltvel em alcool, possui sabor adistringente e aroma forte,
somado as vantagens relacionadas a estabilidade e manutencdo da funcionalidade dos
compostos de interesse, a microencapsulacdo pode possibilitar o mascaramento de sabores
indesejados. Assim, tal tecnologia pode ser vista como uma boa estratégia para reduzir os
problemas relacionados a incorporacdo da prépolis em alimentos. O objetivo do presente
estudo foi microencapsular o extrato de prépolis por coacervacdo complexa, empregando-se
proteinas do soro do leite e goma arabica, e processo de secagem das capsulas obtidas em
estufa, avaliando o efeito do pH e da proporcdo de biopolimeros sobre o rendimento de
microcapsulas; caracterizando as microcapsulas de propolis produzidas quanto a morfologia,
umidade, cor, higroscopicidade, solubilidade em agua, densidade, teor de compostos
bioativos, atividade de &gua e atividades antioxidantes e antimicrobiana; elaborar e avaliar o
extrato de propolis quanto ao teor de compostos bioativos, atividade antioxidante e
antimicrobiana; avaliar a cinética de liberacdo dos compostos fendlicos totais e flavonoides
totais em diferentes meios e avaliar a estabilidade da microcapsula de prépolis ao longo do
armazenamento sob diferentes condic¢des ao longo de 90 dias. O processo de encapsulacdo foi
avaliado em termos do rendimento e eficiéncia. Foram determinados, nos extratos de préopolis
livre e encapsulado, o contetdo de compostos bioativos (fenolicos totais e flavonoides totais),
bem como sua atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e FRAP e atividade
antimicrobiana. As microcapsulas obtidas foram caracterizadas. A cinética de liberacdo de
compostos fendlicos foi avaliada em meio acido (&cido acético a 1%, pH 2,7 a 37 °C) e meio
neutro (tampéo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,1 a 25 °C) e a estabilidade dos compostos bioativos
foi avaliada em termos dos teores de fendlicos totais e flavonoides totais durante 90 dias. A
partir dos resultados obtidos, verificou-se que a coacervacdo em pH 4,0 e proporcdo de
biopolimeros de 3:1 (proteina de soro do leite e goma arabica) resultou em maior rendimento
(87,33 %) e elevada eficiéncia de encapsulacdo (80,3 %). As microcapsulas apresentaram
paredes bem definidas, formas e tamanhos irregulares, densidade aparente (0,56 g/mL) de
acordo com valores observados para alimentos em pd, baixos valores de atividade de agua
(0,30 %), umidade (6,7 %), higroscopicidade (3,2 %) e solubilidade em agua (25,04 %). As
microcapsulas apresentaram valores de IB, h*;,* e ¢*, iQuaisa 72,8 +1,7; 1,5+ 0,0e 19,0 +
1,1, respectivamente, tendendo do vermelho (+a* = 1,0 = 0,2) para o amarelo (+b* = 19,0 =
1,0) de forma mais intensa, e apresentaram coloracdo mais clara (luminosidade L* = 81,12 +
1,62). Os extratos e as capsulas de propolis apresentaram contetudo fendlicos totais > 15,9 mg
EAG/g, flavonoides totais > 0,4 mg EQ/g e atividade antioxidante. No entanto, ndo foi
verificada atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos patogénicos testados
(Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Staphyloccoccus aureus) para 0s extratos livres
e encapsulado. Verificou-se maior retencdo dos compostos fendlicos quando em meio neutro
quando comparado ao meio &cido. As microcdpsulas apresentaram boa conservacdo dos
compostos fenolicos ao longo de 90 dias a 25 °C e -75 °C, tendo uma redugdo dos compostos
bioativos mais acentuada nas cépsulas armazenadas a 25 °C em comparagdo as capsulas
estocadas a -75 °C. Os resultados obtidos neste estudo trazem perspectivas para a utilizacdo
de extrato de prépolis encapsulado em formulacées alimenticias como potencial aditivo.



Palavras-chave: complexo coacervado. hidrocoloide. encapsulagdo. produto apicola. Apis
mellifera L.



Abstract

Propolis is a resinous product produced by honey bees from plant sources. This beekeeping
product has attracted interest from the food, pharmaceutical and cosmetic industries due to its
various pharmacological properties, such as anti-inflammatory, healing, anesthetic,
anticarcinogenic properties, among others. The method of microencapsulation of compounds
of interest has wide applicability, being characterized as an effective and extremely important
method for preserving compounds, protecting them against adverse environmental and/or
processing conditions. The application of propolis in foods is still limited, as in addition to
being soluble in alcohol, it has an astringent flavor and strong aroma. In addition to the
advantages related to stability and maintenance of the functionality of the compounds of
interest, microencapsulation can enable the masking of unwanted flavors. Thus, such
technology can be seen as a good strategy to reduce problems related to the incorporation of
propolis into foods. The objective of the present study was to microencapsulate propolis
extract by complex coacervation, using whey proteins and gum arabic, and drying the
capsules obtained in an oven, evaluating the effect of pH and proportion of biopolymers on
yield. of microcapsules; characterizing the propolis microcapsules produced regarding
morphology, humidity, color, hygroscopicity, water solubility, density, content of bioactive
compounds, water activity and antioxidant and antimicrobial activities; prepare and evaluate
propolis extract for the content of bioactive compounds, antioxidant and antimicrobial
activity; evaluate the release kinetics of total phenolic compounds and total flavonoids in
different media and evaluate the stability of the propolis microcapsule during storage under
different conditions over 90 days. The encapsulation process was evaluated in terms of yield
and efficiency. The content of bioactive compounds (total phenolics and total flavonoids), as
well as their antioxidant activity by DPPH and FRAP methods and antimicrobial activity,
were determined in free and encapsulated propolis extracts. The microcapsules obtained were
characterized. The release kinetics of phenolic compounds were evaluated in acidic media
(1% acetic acid, pH 2.7 at 37 °C) and neutral media (0.1 mol/L phosphate buffer, pH 7.1 at 25
°C) and the stability of bioactive compounds was evaluated in terms of total phenolic and
total flavonoid contents for 90 days. From the results obtained, it was verified that
coacervation at pH 4.0 and biopolymers ratio of 3:1 (whey protein and gum arabic) resulted in
higher yield (87.33%) and high encapsulation efficiency (80.3%). The microcapsules
presented well-defined walls, irregular shapes and sizes, apparent density (0.56 g/mL) in
accordance with values observed for powdered foods, low values of water activity (0.30%),
humidity (6.7 %), hygroscopicity (3.2%) and water solubility (25.04%). The microcapsules
presented IB, h*,,* e c¢*,, Values equal to 72.8 £ 1.7; 1.5 £ 0.0 and 19.0 £ 1.1, respectively,
tending from red (+a* = 1.0 £ 0.2) to yellow (+b* = 19.0 = 1.0) more intensely, and presented
a lighter color (luminity L* = 81.12 + 1.62). Propolis extracts and capsules had total phenolic
content > 15.9 mg EAG/qg, total flavonoids > 0.4 mg EQ/g and antioxidant activity. However,
no antimicrobial activity was found against the pathogenic microorganisms tested (Salmonella
typhimurium, Escherichia coli and Staphyloccoccus aureus) for the free and encapsulated
extracts. In a neutral medium, the retention of phenolic compounds is higher than in a acid
medium. The microcapsules showed good conservation of phenolic compounds over 90 days
at 25 °C and -75 °C, with a more pronounced reduction in bioactive compounds in capsules
stored at 25 °C compared to capsules stored at -75 °C. The results obtained in this study bring
perspectives for the use of encapsulated propolis extract in food formulations as a potential
additive.

Keywords: coacervate complex. hydrocolloid. encapsulation. bee product. Apis mellifera L.
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1. INTRODUCAO

A prépolis é um produto resinoso natural produzido por abelhas meliferas a partir de
fontes vegetais e misturada com cera e enzimas apicolas (ZHENG et al., 2017; BURDOCK,
1998). A propolis pode ser considerada uma fonte de compostos bioativos para utilizacdo
como alimento funcional ou nutracéutico (NANI et al., 2019). O consumo regular do extrato
e/ou de produtos contendo prdpolis contribui para a diminuicdo do risco de diferentes
patologias devido as propriedades farmacoldgicas dos compostos presentes nessa matriz, que
podem ter acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante, anestésica, anticarcinogénica,
antiviral, antioxidante e fitotoxica (SFORCIN & BANKOVA, 2011; BARBARIC et al.,
2011; MARTINOTTI & RANZATO, 2015). Quanto ao conteudo de metabdlitos secundarios,
possui polifenois, flavonoides, agliconas, acidos fenolicos e seus ésteres e cetonas (YAO et
al., 2004).

Produtos como balas, chocolates, doces, xampus, cremes para pele, solugdes
antissepticas, pastas de dentes, entre outros contendo extrato de propolis tém sido fabricados
pelas industrias de alimentos, farmacéutica e de produtos de cuidados pessoais, sendo
comercializados em todo o mundo, principalmente no Japdo (MENDONCA-MELO et al.,
2017, ACKERMANN,1991). No entanto, a aplicacdo da propolis em alimentos ainda é
limitada, pois além de ser solivel em alcool, possui sabor adstringente e aroma balsamico.

A microencapsulacdo consiste em um processo tecnologico de inovacdo que visa
proteger moléculas bioativas, nutrientes, enzimas e microrganismos de interesse ao revesti-los
com determinados materiais de paredes, dando origem a nano ou microparticulas. As paredes
ou involucros formados no processo de empacotamento tendem a proteger os compostos de
interesse contra os fatores ambientais até seu consumo, permitindo, em determinados casos,
até mesmo a liberacdo desses compostos em sitios especificos, de forma segura e controlada,
por meio de mecanismos que envolvem acdo mecanica e variacdes das condicdes do meio,
como temperatura e pH, no qual as microparticulas estdo presentes (AZEREDO, 2005;
MENEZES et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2019; DA SILVA et al., 2015).

Somado as vantagens relacionadas a estabilidade e manutencdo da funcionalidade dos
compostos de interesse, a microencapsulacdo pode possibilitar o mascaramento de sabores
indesejados (LIMA, 2021). Assim, tal tecnologia pode ser vista como uma boa estratégia para

reduzir os problemas relacionados a incorporagéo da propolis em alimentos.
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Cabe ressaltar que na microencapsulacdo, o material de parede é um dos fatores que
requer cuidados especiais, principalmente na selecdo dos materiais que irdo compor a parede,
membrana ou invélucro das microparticulas (ZHANG et al., 2015), visto que a substancia
escolhida deve apresentar solubilidade, difusividade, carga elétrica e massa molar adequadas,
além de proporcionar estabilidade e preservacdo do nucleo durante todo o periodo de
estocagem, sem que haja reacdo entre ambos (GAONKAR et al., 2014; JATO, 2001,
NASCIMENTO et al., 2019; SOUZA et al., 2015).

E possivel encontrar na literatura muitos estudos envolvendo a encapsulacdo de
prépolis com diversos materiais de parede e empregando-se diferentes técnicas, como a
coacervacao complexa (NORI et al., 2011; ONBAS et al., 2016). No entanto, até 0 momento
ndo foi encontrado na literatura nenhum estudo sobre a encapsulacdo do extrato de propolis
por coacervacdo complexa empregando-se proteinas do soro de leite e goma arabica com
utilizacdo de processo de secagem das capsulas em estufa. Assim, o presente estudo teve
como objetivo produzir e caracterizar capsulas de extrato de propolis obtidas por coacervacao
complexa entre esses biopolimeros, bem como avaliar a cinética de liberagdo de compostos
fendlicos, a estabilidade e as atividades antioxidante e antimicrobiana das capsulas

produzidas.



17

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Prépolis

O termo propolis é derivado do grego, cujo prefixo pré significa “em defesa” e polis,
“cidade” (AMINIMOGHADAMFAROUJ & NEMATOLLAHI, 2017; YUMNAM et al.,
2017; ZABAIOU et al., 2017; PETER et al., 2019), o que remete a substancia defensiva da
colmeia (AMINIMOGHADAMFAROUJ & NEMATOLLAHI, 2017; SFORCIN, 2016). A
propolis tem fungéo de revestimento, uma vez que essa resina natural é utilizada pelas abelhas
para fechar aberturas e rachaduras que ocorrem nas colmeias (AHMED et al., 2017; SUNG et
al., 2017), impedindo a invaséo de outros insetos e de microrganismos, evitando assim sua
decomposicdo (PEREIRA et al., 2015; CORNARA et al., 2017; DEVEQUI-NUNES et al.,
2018). A propolis ¢ utilizada pelas abelhas ndo apenas para protecdo das colmeias, mas,
também, como antisséptico para proteger suas larvas, depositos de mel e favos contra
microrganismos patogénicos (AKBAY et al., 2017; AL-HARIRI, 2011; ALONSO-SALCES
etal., 2017; KASIOTIS et al., 2017; SABIR & SUMIDARTI, 2017).

O primeiro relato sobre a utilizagdo da prépolis pelo homem como medicamento
tradicional é tdo antigo quanto o consumo do mel, desde 300 a.C. (SUNG et al., 2017,
VEIGA et al., 2017). Ha relatos de que gregos e romanos ja conheciam o potencial de cura da
propolis, utilizando-a como antimicrobiano em ferimentos e lesdes na pele (BANKOVA et
al., 2000; CASTALDO & CAPASSO, 2002; VEIGA et al., 2017; PAZIN et al., 2017); que 0s
incas a empregavam como antipirético e que os egipcios a utilizavam para preservar
cadaveres da decomposicdo e para curar feridas (MARTINOTTI & RANZATO, 2015;
SAWICKA et al., 2012; ZABAIOU et al., 2017; EL SOHAIMY & MASRY, 2014,
PAROLIA et al., 2010).

Por definicdo, a propolis € um produto resinoso natural produzido por abelhas
meliferas a partir de brotos, botGes florais e exsudados de plantas de diferentes espécies, como
palmeira, pinheiro, amieiro, choupo, faia, conifera e bétula (ZHENG et al., 2017), acrescido
de secrec¢des salivares contendo enzimas (como B-glicosidase), pdlen e ceras (MARCUCCI,
1995; PELLATI et al., 2011; VALADARES et al., 2015; HODEL et al., 2020). E constituida
basicamente por 50% de substancias resinosas e balsamicas, 30% de ceras, 10% de 6leos
essenciais, 5% de pdlen e 5% de outros compostos organicos e minerais, bem como
microelementos como aluminio, estréncio, célcio, manganés, ferro, cobre e vitaminas B1, B2,
B6, C e E (PELLATI et al., 2011; HUANG et al., 2014; SANTOS et al., 2019).



18

Com o desenvolvimento de técnicas analiticas, a composi¢éo aproximada da propolis e
os fatores que influenciam sua composi¢do foram determinados (KEDZIA, 2008). Estudos
realizados com diferentes propolis identificaram a presenca de mais de quatrocentas
substancias, destacando-se polifendis, quinonas, cumarinas, esteroides, acidos aminados,
compostos inorganicos e fenolicos, acucares, alcoois, &cidos graxos, aminoacidos, cetonas,
chalconas, terpenoides e proteinas, com predominancia de flavonoides, aldeidos aromaéticos,
acidos fenolicos e alguns oligoelementos (POBIEGA; KRASNIEWSK; GNIEWOSZ, 2019:;
OLDONI et al., 2011; TORETI et al., 2013).

No Brasil, a partir dos estudos realizados foram classificados 13 diferentes tipos de
prépolis com base na cor, caracteristicas fisico-quimicas, regido geogréafica e origem boténica,
conforme apresentado na Tabela 1. Ressalta-se que tal variedade esta associada a rica
biodiversidade brasileira, uma vez que a composicdo da propolis esta relacionada a flora

utilizada para coleta dos materiais a partir dos quais as abelhas produzem a propolis.
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Tabela 1. Classificacdo da propolis brasileira de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas, regido geogréfica e
origem botanica.

Propolis Cor Principais constituintes Regido Origem botanica
geogréfica

Tipol  Amarela Titerpenooides Sul Desconhecido

Tipo 2 Castanho claro Flavonoides e derivados de acido cindmico Sul Desconhecido

Tipo 3 Castanho Acido caféico, flavonoides, crisina e galangina ~ Sul Populus L
escuro

Tipo 4 Castanho claro  Acido cindmico e derivados Sul Desconhecido

Tipo 5 Marrom Flavonoides e derivados de &cido cinamico Sul Desconhecido
esverdeado

Tipo 6 Marrom Acidos  graxos, compostos  aromaticos, Nordeste Hyptis divarica
avermelhado  terpenoides e flavonoides

Tipo 7 Marrom Flavonoides e derivados de &cido benzoico Nordeste Desconhecido
esverdeado

Tipo 8 Castanho Flavonoides e derivados de &cido benzoico Nordeste Desconhecido
escuro

Tipo 9 Amarelo Derivados de &cido cinamico Nordeste Desconhecido

Tipo 10  Castanho Sesquiterpenos Nordeste Desconhecido
escuro

Tipo 11  Amarelo Diterpénios Nordeste Desconhecido

Tipo 12 Verdee Compostos fenolicos, flavonoides, artepillin C, Sudeste Baccharis
marrom bacarina, flavona, cetonas, aldeidos aromaticos, dracunculifolia

esverdeado alcoois, terpenos, acidos graxos



https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hyptis
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(Continuacao)

Tabela 2. Classificacdo da propolis brasileira de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas, regido geogréfica e
origem botanica.

Propolis Cor Principais constituintes Regido Origem botanica
geogréfica
Tipo 13 Vermelha Compostos fendlicos, flavonoides, Nordeste Dalbergia
formononetina pinocembrina, rutina, quercetina, ecastophyllum

acido ferulico
Fonte: Adaptado de Franchin et al., 2017 e Lima, 2020.
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2.1.1. Prépolis verde

A propolis verde produzida por abelha melifera a partir da espécie Baccharis
dracunculifolia, conhecida popularmente como alecrim do campo e vassourinha, € um dos 13
tipos de propolis produzidos no Brasil (NASCIMENTO et al., 2008), sendo comumente
encontrado na regido sudeste do pais. Assim, a propolis verde é produzida especificamente
nos estados do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2010; NUNES &
GUERREIRO, 2012; CASTRO & SALGUEIRO, 2016).

De acordo com Vidal (2021), ndo ha dados oficiais a respeito da producao de prépolis
no Brasil. Supbe-se que, na década de 80, a producdo média anual de propolis verde era de
250 g/colmeia, enquanto em 2019, essa média aumentou para 1,5 kg. Aumento esse atribuido
ao crescimento na demanda pelo produto apicola tanto no mercado nacional quanto
internacional (FRANCA, 2019).

Tratando-se de caracteristicas organolépticas, a propolis verde, em temperatura
ambiente, € um material de textura rigida, com aroma resinoso e balsdmico, sabor acido e
presenca de fragmentos heterogéneos (FIGUEIREDO, 2015). Sua cor verde esta relacionada a
origem vegetal, em funcdo da coleta de tecidos jovens de botbes e folhas (ricos em clorofila,
pigmento verde) do alecrim do campo (ALENCAR et al., 2005).

Esse tipo de propolis destaca-se pela presenca dos compostos prenilados e derivados
do &cido cinamico, flavonoides, acido benzoico, &cidos alifaticos e ésteres (MACHADO et
al., 2015; PEDRAZZI et al.,, 2015), sendo o Artepillin C (&cido 3,5-dipreil-1,4-
hidroxicinamico) o principal constituinte quimico presente na propolis verde. Essa substancia
fendlica de baixo peso molecular é, inclusive, o principal biomarcador da prépolis verde
brasileira (TOMAZZOLI et al., 2020) e um composto de grande interesse para a industria
devido as suas propriedades bioldgicas, como a agdo antimicrobiana, o que possibilita sua
utilizacdo como antimicrobiano alternativo contra microrganismos resistentes a antibioticos
usuais e em substituicdo a antibioticos sintéticos (VEIGA et al., 2017).

A bacarina também é um dos componentes majoritarios na propolis verde. Tal
substancia vem mostrando um importante papel ao desempenhar atividades biol6gicas tais
como acao antitumoral, anti-inflamatéria (ZANG et al., 2015) e, até em casos mais
especificos, na prevencdo do efeito genotoxico induzido por metanossulfonato de metila e
perdxido de hidrogénio (ENDO et al., 2014).
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Em relacdo a industria de alimentos, o extrato de prépolis verde apresenta potencial
para ser utilizado como antimicrobiano e antioxidante em produtos alimenticios. Correa et al.
(2019) confirmaram em seu estudo o potencial antimicrobiano do extrato etandlico de
prépolis verde, na forma livre (isto é, ndo encapsulado), contra leveduras e bactérias
deteriorantes em queijo gorgonzola. Além disso, os autores verificaram nas condicGes testadas
que as caracteristicas sensoriais do produto ndo foram muito afetadas, o que demonstra a
viabilidade da aplicacdo do extrato na inibicdo das principais bactérias e leveduras deteriores
do produto.

Kameyama et al. (2008) avaliaram o potencial do extrato etandlico de propolis
(origem boténica Baccharis dracunculifolia) no controle microbiol6gico de cenoura
minimamente processada por meio de sua aplicacdo na etapa de sanitizacdo. Com base nos
resultados obtidos, os autores apontam a utilizacdo de propolis (0,4 % (m/v), na forma livre)
como substituto ao cloro (200 mg/L) na sanitizagdo do produto e destacam ainda que a
propolis ndo afetou a preferéncia do produto pelo consumidor.

Aplicacdes relacionadas a conservacdo de vegetais pos-colheita também tém sido
reportadas na literatura. Ali et al. (2014) demonstraram em seu estudo a eficacia do uso do
extrato de propolis verde (separadamente e em combinacdo com Oleo de canela) como
revestimento comestivel para maximizar a vida util do pimentao vermelho (Capsicum annuum
L) apds a colheita. O estudo revelou que uso combinado resultou em melhor inibicdo do
crescimento de micélios e germinacdo de esporos, com menor incidéncia de doencas e
alteracdes indesejaveis mais tardiamente, ressaltando o potencial uso como biofungicida

eficaz para o controle da antracnose pds-colheita e manutengdo da qualidade do pimentéo.

2.1.2. Propriedades biolégicas da propolis

A producdo da prépolis depende diretamente do seu local de origem e essa
dependéncia fitogeogréfica esta relacionada a variacdes significativas no perfil qualitativo de
substancias presentes, o que reflete diretamente no espectro de propriedades bioldgicas do
produto (SFORCIN & BANKOVA, 2011; TORETI et al., 2013; HUANG et al., 2014;
BANKOVA et al., 2019).

A propolis brasileira tem sido extensivamente estudada e foi classificada em 13 tipos
em fungdo de sua coloragdo que esta diretamente ligada as suas propriedades fisico-quimicas

e origem botanica (FRANCHIN et al.,, 2017). As propriedades biologicas da prépolis
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brasileira tém sido amplamente investigadas, atraindo principalmente o interesse de
produtores e consumidores do produto natural em todo o mundo. Esse aspecto contribui
significativamente para a realizacdo de pesquisas envolvendo a correlagcdo entre o perfil
fitoquimico e as propriedades bioldgicas da prépolis, principalmente com o objetivo de se
obter informacdes acerca dos principios ativos mais importantes associados a determinada
atividade biol6gica. Assim, a propolis pode ser encarada como uma importante matriz natural
para a obtencdo de substancias bioativas que podem contribuir significativamente para o
desenvolvimento de novos farmacos (SFORCIN & BANKOVA, 2011) e aditivos funcionais
para alimentos.

Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas das propriedades bioldgicas atribuidas a

propolis verde.

Tabela 3. Propriedades bioldgicas avaliadas na propolis verde.

Propriedades Biologicas Referéncias

Antimicrobiana Veiga et al., 2017; Pazin et al. 2017; Correa et al. 2019

Anti-inflamatoria Zang et al. 2015; Endo et al. 2014; Franchin et al. 2018

Anticancer Chan et al., 2013; Martinotti & Ranzato, 2015; Zabaiou et
al., 2017

Antiparasitaria Kameyama et al. 2008; Ali et al. 2014; Paula et al., 2020

Imunomoduladora Cheung et al., 2011; Figueiredo et al., 2014

Antiviral Urushisaki et al., 2011

Laxante Kakino et al., 2012

Adjuvante em vacinas Fischer et al., 2010

Antifangica Dota et al., 2011; Ngatu et al., 2011; Martini et al., 2017

Anti-hipertensiva Maruyama et al., 2009

Antioxidante Pedrazzi et al., 2015; Machado et al., 2015; Tomazzoli et al.,

2020; Correa et al. 2019

Fonte: Da autora, 2023.

De forma geral, as atividades biolégicas da propolis verde sdo atribuidas as
concentracdes elevadas de acidos fendlicos em sua composicdo (BANKOVA; CASTRO;
MARCUCCI, 2000; BERRETTA et al., 2007). A presenca de compostos biologicamente

ativos que desempenham efeitos farmacologicos desejaveis (BERRETTA et al., 2007)
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consiste na principal justificativa pela qual a propolis verde € um produto de elevado valor
agregado no mercado internacional (VIDAL, 2021), destacando-se a China e o Japdo como 0s
principais paises consumidores (CASTRO & SALGUEIRO, 2016; RODRIGUES et al.,
2020).

Ressalta-se que um pardmetro critico a ser considerado na avaliagdo da atividade
bioldgica da prdpolis é o tipo de solvente utilizado para sua elaboracdo. Geralmente, etanol e
metanol sdo os solventes mais utilizados para preparar extratos de propolis, especialmente em
misturas hidroalcoolicas. E relatado na literatura que a solugio de etanol 70% est4 associada a
extracdo mais eficiente das substéncias bioativas da prépolis (SFORCIN & BANKOVA,
2011). Outros solventes de diferentes polaridades (como éter etilico, diclorometano,
cloroférmio e n-hexano) podem ser utilizados para a extracdo seletiva de principios ativos da
propolis, contribuindo significativamente para uma melhor compreensdo acerca das suas
propriedades biologicas (PIRES, 2019).

2.2. Microencapsulacéo

A microencapsulacdo consiste em um processo mecanico ou fisico-quimico de
recobrir particulas pequenas de materiais solidos, liquidos ou gasosos (material ativo) com
uso de um agente encapsulante, gerando particulas com diametro da ordem de nandémetros a
poucos milimetros. As capsulas obtidas podem ser divididas em diferentes categorias
associadas a sua estrutura morfologica, sendo elas: microcapsulas simples, microesferas
(material ativo distribuido uniformemente no interior da matriz), microcapsula simples
irregular, microcépsulas de parede multipla e agrupamento de cdpsulas (NASCIMENTO et

al., 2019), conforme apresentado na Figura 1.
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(a) (b) (c)

(d) (e) (f)
Figura 1. Categorias de capsulas: (a) microcapsula simples, (b) agrupamento de capsulas, (c)
varios nucleos, (d) microcapsula de parede multipla, (e) microcapsula simples irregular e (f)

microesferas (ntcleos uniformemente disperso na matriz).
Fonte: Adaptado de Bakry et al., 2016 e Nascimento et al., 2019.

Com a microencapsulacdo, o material ativo é capaz de manter suas propriedades
mesmo sob condic¢des adversas do meio, podendo ser liberado de forma controlada no sitio de
acdo adequado para exercer a funcdo desejada em condicdes pré-determinadas (FAVARO-
TRINDADE et al., 2008; SIMEONI et al., 2014; MENEZES, et al., 2013).

Em linhas gerais, 0s objetivos da microencapsulacéo sdo: possibilitar que um liquido
ou gas comporte-se como solido; proteger o material ativo contra a exposicdo as condicGes
adversas do meio, como incidéncia direta de luz, umidade e calor, e contra a interacdo com
outros componentes presentes ao separar o material do meio; controlar a liberacdo do material
encapsulado sob condicdes especificas; reduzir a volatilidade do material ativo; mascarar
flavors indesejaveis e prolongar a vida util, permitindo que os produtos microencapsulados
tenham melhor aplicabilidade (COCATO et al., 2007; FAVARO-TRINDADE et al., 2008;
MENEZES et al., 2013; NORI et al., 2011; MIRZAEI, POURJAFAR & HOMAYOUNI,
2012).

Além da aplicacdo da microencapsulacdo nas industrias quimicas, farmacéuticas e de
cosmética, o setor de alimentos também passou a contar com as inimeras vantagens dessa
tecnologia (MARTINS, 2012). Nas indUstrias de alimentos, a microencapsulagdo pode ser
utilizada para protecdo dos ingredientes funcionais (microrganismos ou compostos bioativos)

adicionados aos produtos para que suportem as etapas de processamento e armazenamento, e
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permanecam Vviaveis até o momento do consumo, possibilitando que cheguem ao local
especifico do organismo humano onde devem exercer sua acdo funcional (BAYSAN et al.,
2021; RAY, RAYCHAUDHURI & CHAKRABORTY, 2016; GOMES, 2007). A liberacéo
dos compostos deve ser realizada de forma segura e controlada, por mecanismos que
englobam esforgo mecénico e variagdes de temperatura e de pH do meio no qual se encontram
(MENEZES et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2019; SILVA et al., 2015).

Sdo relatadas na literatura aplicagdes de microencapsulados na produgdo de suinos
(OMONIJO et al., 2018) e aquicultura de mariscos (WILLER & ALDRIDGE, 2017), no setor
de panificacdo (PAPILLO et al., 2019), na cozinha molecular (MARTINS et al., 2017), bem
como na producdo de suplementos alimentares (KANOKPANONT; YAMDECH,;
ARAMWIT, 2018).

A microencapsulagdo empregada pelos diversos segmentos industriais pode ser obtida
a partir de métodos fisico, quimico e fisico-quimico por diferentes tecnicas, conforme

apresentado na Tabela 3.
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Tabela 4. Métodos e técnicas utilizados na encapsulacdo de bioativos, probidticos e prebidticos.

Métodos Técnicas Referéncias

Fisico Extrusdo estacionaria Fangmeier, 2019; Souza et al., 2015
Extrusdo centrifuga Janke et al., 2021; Silva et al., 2015
Spray drying Meena et al., 2023; Zhang et al., 2023; Misra et al., 2023
Spray chilling de Freitas et al., 2023; Sa et al., 2023; Silva et al., 2019
Spray cooling Su et al., 2023; Silva et al., 2014
Leito fluidizado Silva et al., 2022
Co-cristalizagéo e liofilizacéo Silva et al., 2015

Quimico Polimerizacéo interfacial e inclusdo molecular Gottardo, 2021; Jato, 2001; Suave et al., 2006

Fisico-quimico

Polimerizacdo in situ

Coacervacéo
Lipossomas
Lipoesferas

Evaporacdo do solvente

Rabello, 2009

Bordini et al., 2023; Jato, 2001; Silva et al., 2015
Freire et al., 2023; Fogilo et al., 2010

Barbosa et al., 2002

Jato, 2001; Fogilo et al., 2010; Souza et al., 2015

Fonte: Shahidi & Han, 1993; Desai & Park, 2005; Madene et al., 2006; Favaro-Trindade et al., 2008.
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A escolha do método e da técnica que serdo empregados na obtencdo do encapsulado
depende de fatores importantes, iniciando pela identificacdo da aplicacdo tecnoldgica
pretendida para o encapsulado a ser produzido. De acordo com Fogilo et al. (2010), o método
e a técnica escolhidos devem levar em consideracdo as propriedades do material a ser
encapsulado, como a solubilidade; o tipo de particula que se deseja encapsular, levando em
consideracdo a protecdo e a liberacdo do material que compde o nlcleo ou que esta disperso
na matriz, ressaltando nessa escolha a finalidade da substancia, do probidtico ou prebidtico
encapsulado.

Na Tabela 4 sdo apresentados alguns dos principais polimeros utilizados para

microencapsulacao e suas caracteristicas.
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Tabela 5. Principais polimeros utilizados na microencapsulacéo.

Polimero

Caracteristica/Vantagens do uso

Alginato

Quitosana

Goma arabica

Maltodextrina

Pectina

Polissacarideo linear obtido a partir de algas marrons ou bactérias, composto por residuos dos acidos B-D-manurénico e
a-L-gulurénico na forma de sal de sodio unidos por ligaces glicosidicas e distribuidos em diferentes proporcdes ao
longo da cadeia (SEN, SINGH & PAL, 2010). Possui acdo gelificante e espessante, biodegradabilidade,
biocompatibilidade e auséncia de toxidez (GAD, ALY & ABDEL-AAL, 2011).

Polissacarideo composto por D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina (GUIBAL, 2005; AZEVEDO, 2007). Pode
polimerizar por meio de ligagcdes cruzadas na presenga de &nions e polianions, sendo preferencialmente utilizada como
revestimento (MORTAZAVIAN et al., 2008). E um polimero natural biodegradavel, de baixo custo, extremamente
abundante e atoxico (GUIBAL, 2005; AZEVEDO, 2007).

Também conhecida como goma acacia, € um polimero que consiste de acido D-glicurénico, L-raminose, D-galactose, e
L-arabinose, com aproximadamente 5% de proteina (RIBEIRO; SERAVALLI, 2007), sendo essa fracdo proteica
responsavel pela propriedade emulsificante, o que torna esse polimero adequado para a encapsulacéo por spray drying
(SHAHIDI; HAN, 1993). De sabor insipido, pode ser incorporada em produtos alimenticios.

Carboidrato obtido pela hidrdlise parcial (acida ou enzimatica) do amido, sdo consideradas bons agentes encapsulantes
por apresentarem baixa higroscopicidade, boa solubilidade e baixa viscosidade (KOC et al., 2015; ANEKELLA &
ORSAT, 2013).

Polissacarideo aniénico composto predominantemente por polimeros lineares de acido o-(1-4)-D-galacturénico com
acucares neutros como L-raminose inseridos ou anexados as cadeias principais (SINHA & KUMRIA, 2003). Devido as
caracteristicas eletrostaticas e de formacdo de géis, apresenta-se como um bom material de parede (ABERKANE;
ROUDAUT; SAUREL, 2014).
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(continuacéo)

Tabela 4. Principais polimeros utilizados na microencapsulacéo.

Polimero Caracteristica/Vantagens do uso

Goma xantana  Polissacarideo de origem bacteriana e de extrema importancia comercial (NASCIMENTO et al., 2013) devido as suas
propriedades reoldgicas (permite a formacdo de solucBes viscosas a baixas concentrac@es,0,05- 1,0%) e estabilidade em
ampla faixa de pH e temperatura (FONTANIELLA et al., 2002). Apresenta diversas vantagens como agente espessante,
estabilizante, gelificante, agente de suspensdo e floculagdo nas indUstrias alimenticia, cosmética e petrolifera, dentre outras
(ARAUJO et al., 2005).

Carboximetil Polissacarideo derivado da celulose, soluvel em agua, obtido pela introducéo de grupos -CH,-COOH na cadeia molecular
celulose da celulose. E usado em alimentos como sorvetes para estabilizar emulsdes (KO et al., 2020) e apresenta potencial para
aplicacdo na producdo de embalagens para alimentos (PILIZOTA; SUBARIC & LOVRIC, 1996).

Fonte: Da autora, 2023.



31

2.2.1. Microencapsulacéo por coacervagdo complexa

Dentre as diversas técnicas que podem ser aplicadas na microencapsulacdo, destaca-se
a coacervacgdo complexa, a qual pode ser definida como a separacdo espontanea de fases em
um sistema liquido-liquido proveniente de interagcdes atrativas entre biopolimeros quem
levam a formacdo de um complexo polieletrolitico. Esse processo requer a mistura de dois
coloides com carga elétrica semelhante e posterior ajuste de pH de modo que os polimeros
apresentem cargas opostas e interajam entre si, conduzindo a separacao de fases e formacao
de particulas sélidas ou goticulas de liquido fechadas como resultado das interacdes,
principalmente as eletrostaticas (CHAVARRI; MARANON & VILLARAN, 2012). A
separacdo de fases resultante da neutralizacdo das cargas dos polimeros resulta em uma fase
liquida rica em solvente e pobre em polimeros e uma fase liquida contendo o complexo
coacervado, rica em polimeros (SCHMITT & TURGEON, 2011; ZHANG et al., 2013;
SOUZA et al., 2013), conforme ilustrado na Figura 2.

Errwiwific ay o
(recheio + polimero 1) Adigéo do
. polimero 2
Y. ® @
3) C) gC) A

Figura 2. Modelo esquematico de microencapsulacao por coacervacdo complexa.
Fonte: Aradjo, 2011.

Em suma, a coacervacdo complexa € um fendmeno fisico-quimico composto
basicamente por trés estagios: (i) a emulsificacdo (fase liquida), em que a solucdo esta com o
material a ser encapsulado e o encapsulante, (ii) a coacervagdo (formacdo do nucleo) e (iii)

por fim, a formagdo da casca e/ou endurecimento da parede ao redor do material ativo,
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formando compostos microencapsulados do tipo reservatorio (AZEREDO, 2005; ZHANG et
al., 2012).

Diversos parametros influenciam a formacéo do coacervado, como temperatura, forca
ibnica, estrutura, massa molar e concentragdo dos polimeros (material de parede), pH,
composto de interesse, polaridade, proporcao nicleo/material de parede, agitacéo etc. (Figura
3). Tais parametros tém relacéo direta com a deposi¢do do polimero em volta do agente ativo
e formacgdo das microcapsulas (KRUIF & TUNIER, 2001; SOUZA et al., 2013, GAONKAR
et al., 2014; FOGILO et al., 2010; SUAVE et al., 2006).

Ingrediente do niicleo
Forca iénica ' Temperatura

Materiais de parede e suas

Ajustamento do pH properch

% Solidos totais t Cisalhamento

Nivel do niicleo encapsulado

4
P
-

Figura 3. Parametros que influenciam a formacdo dos coacervados.
Fonte: Adaptado de Gaonkar et al., 2014.

Fatores intrinsecos como o tipo de biopolimero (massa molar, flexibilidade da cadeia e
carga eletrostatica), concentracédo, relacdo entre os biopolimeros, pH e forca idnica do meio
afetam a forca da interacdo eletrostatica entre os biopolimeros e a natureza do complexo
formado (GAONKAR et al., 2014). Cabe destacar que, embora as interacGes eletrostaticas
sejam consideradas importantes na conducdo da interacdo entre os biopolimeros de carga
oposta, interacdes hidrofobicas e ligacdo de hidrogénio também podem colaborar de forma
relevante para a formacdo do complexo (AUGUSTIN & HEMAR, 2009). Tais variaveis estao
associadas a eficiéncia na producdo das capsulas e caracteristicas como estrutura, tamanho e
porosidade (DUCEL et al., 2004; YEO et al., 2005).

Em relacdo aos polimeros utilizados na coacervag¢do complexa, 0s mais recomendados

sdo aqueles que apresentam propriedades coloidais hidrofilicas, densidade de carga
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eletrostatica adequada e cadeias lineares. S8o exemplos de biopolimeros que podem ser
utilizados: gelatinas, alginatos, albuminas, caseina, agar, gomas e pectinas (THIES, 1995;
JACOBS & MASON, 1993), amido, celulose, dentre outros; sendo proteina e polissacarideo o
par de biopolimeros mais utilizado como material de parede (SCHMITT et al., 1998).

No que se refere as vantagens, a técnica de coacervacdo complexa apresenta algumas
vantagens quando comparada as outras técnicas, como versatilidade, eficiente controle no
tamanho da particula, possibilidade de trabalhar com biopolimeros na auséncia de solventes
organicos, condi¢bes brandas de temperatura no processamento e variedade de polimeros
naturais como possiveis materiais de parede (ASSIS et al.,2012; MENEZES et al., 2013;
JAMEKHORSHID; SADRAMELI & FARID, 2014). Tais vantagens tornam a técnica viavel
a encapsulacdo de compostos volateis, probidticos e substancias labeis.

Diversos estudos empregando a técnica de coacervacdo complexa podem ser
encontrados na literatura, especialmente para encapsulacédo de compostos bioativos lipofilicos,
como destacado na Tabela 5, na qual pode-se observar alguns desses trabalhos envolvendo
compostos bioativos que apresentam grande potencial nutracéutico, com os respectivos pares
poliméricos empregados como materiais de parede, o valor de pH da coacervacao, as

principais analises realizadas e os agentes reticulantes, quando empregados.



Tabela 6. Trabalhos sobre microencapsulacdo de bioativos por coacervacdo complexa usando diferentes pares poliméricos
como materiais de parede

Composto Material de parede pH  Anélises realizadas Agente reticulante  Referéncias

bioativo

-caroteno Caseina e goma guar 5,0 PZ; EITF; AM; EE; DV; DAA Genipin Thakur et al., 2017

Oleo de peixe Gelatina e goma arabica 40 MM; MEV; EE; GC-MS; MC; NU Habibi et al., 2017

DTP

[-caroteno Caseina e goma 20 E; DTP; PZ;, DAA; RC; EE; Genipin Jain et al., 2016
tragacanth EITF; MEV; AM

[-caroteno Isolado proteico de sojae 4,2 RC;PZ; MM; EE; EITF; DE; DV  Glutaraldeido Jain et al., 2015
goma acacia

Oleo de pimenta Lactoferrina e alginato de 4,0 EE; EITF; MEV; DIV Transglutaminase Bastos et al., 2020

preta sodio

Vitamina D3 Goma tara, carboximetil 4,0 EITF;DIV;T;CVD Transglutaminase Santos et al., 2021

e gelatina Tipo A




(Continuacao)

Tabela 7. Trabalhos sobre microencapsulacdo de bioativos por coacervacdo complexa usando diferentes pares poliméricos como materiais
de parede

Composto Material de parede pH  Analises realizadas Agente reticulante  Referéncias

bioativo

Oleo de pimenta B-lactoglobulina e 45 EE;EITF, MEV,; DI; DTP Transglutaminase Bastos et

preta alginato de sodio al., 2020

[-caroteno Isolado proteico de sojae 3,75 HPLC; EITF; EE; DAA; AM; AA Transglutaminase Zhao et al., 2022
goma acacia

[3-caroteno Caseinato de sodio e 4,5 PZ;DV;DBE;DE NU Liuetal., 2018
alginato

B-caroteno em Quitosana e goma 5,6 EE;DV;AM; AMA NU Rutz et al., 2017

6leo de palma Xantana

Legenda: AA (Atividade Antifangica); AMA (Adicdo de Microparticulas de Alimentos); AM (Anélise Morfoldgica); AT (Analisador
Termogravimétrico); CVD (Calorimetro de Varredura Diferencial); DAA (Determinacdo de Atividade Antioxidante); DE (Determinacdo de
Estabilidade); DBE (Degradacdo do p-caroteno em Estoque); DIV (Digestdo in vitro); DR (Difracdo de Raio-X); DV (Dinamica de Viscoelasticidade);
DTP (Distribuicdo do Tamanho da Particula); E (Espectrofotometria); EE (Eficiéncia de Encapsulagdo); EITF (Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier); GC-MS (Cromatografia gasosa com espectrémetro de massa); HPLC (Cromatografia liquida de alta performance); MC
(Medicacéo da Cor); MEV (Microscopio Eletrénico de Varredura); MM (Morfologia das Microcapsulas); NU (Néo Utilizado); PZ (Potencial Zeta); RC
(Rendimento de Coacervacédo); RDE (Raio-X Dispersivo de Energia); T (Analise Turbidimétrica).

Fonte: Da autora, 2023.
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Assim, a coacervagdo complexa tem sido empregada por diversos Segmentos
industriais, dentre eles o farmacéutico, quimico, de cosméticos, agropecuaria e de alimentos.
Nesse ultimo, essa técnica tem sido utilizada para a encapsulacdo de componentes alimentares
ativos, tais como aromatizantes, pigmentos lipossoluveis, 6leos essenciais, acidos graxos,

probioticos etc.

2.2.2. Materiais encapsulantes

O revestimento do material encapsulado (nucleo) é denominado parede e tem como
objetivo proteger o nlcleo do ambiente externo. Isto &, deve protegé-lo contra a oxidacao, da
luz, da umidade e do contato com outras substancias no armazenamento, prolongando o
tempo de vida de util do componente encapsulado (SIMEONI, 2014; LEIMANN, 2008).

Uma encapsulagéo eficiente é particularmente dependente do desempenho do agente
encapsulante, o qual deve apresentar caracteristicas de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e nédo toxicidade, além de possuir um mecanismo de liberacdo eficiente e
que ndo possibilite reatividade com o material a ser encapsulado ou com o alimento (ZHANG
etal., 2015; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016; SHADDEL et al., 2018).

A escolha do material (ou agente) encapsulante baseia-se em trés critérios principais:
aplicacdo, economia e seguranca (FUJIWARA et al., 2013). O material escolhido deve
proporcionar ao invélucro estabilidade, propriedade emulsificante, solubilidade, adequado
peso molecular, difusividade, cristalinidade, além de garantir ao nicleo sua preservacédo
durante o periodo de estocagem, sem que haja reacdo entre ambos. Ressalta-se, ainda, que
para aplicacdes envolvendo liberacdo controlada, o material de revestimento da microcapsula
deve romper e liberar o material ativo presente em seu interior de forma programada, no local
ou momento adequado, sob condicGes especificas (JATO, 2001; NASCIMENTO et al., 2019;
SOUZA et al., 2015). Adicionalmente, € desejavel que o material encapsulante apresente boa
disponibilidade comercial, baixo custo, baixa higroscopicidade (para facilitar o manuseio) e
que ndo apresente sabor desagradavel, quando para aplicacBes na industria de alimentos
(FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

Dentre os biopolimeros (polimeros naturais) geralmente utilizados como agentes
encapsulantes, destacam-se polissacarideos como alginato, amidos modificados, dextrinas,
celuloses (acetilcelulose e carboximerilcelulose) e gomas (ardbica, xantana, gelana e

carragena) e proteinas como caseina, gelatina, ovalbumina, proteinas do soro de leite etc.
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(SHAHIDI & HAN, 1993; CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015; NASCIMENTO et al.,
2019; FOGILO et al., 2010; SUAVE et al., 2006). Diversos estudos sobre microencapsulagao
de compostos ativos por coacervacdo complexa entre proteina e polissacarideo estéo
disponiveis na literatura (TAVARES & NORENA, 2020; TAVARES et al., 2019; COSTA et
al., 2020; SUN et al., 2021), no entanto, até o presente momento, ndo foram encontrados
estudos sobre a encapsulacdo de propolis verde por coacervacdo complexa entre isolado
proteico de soro e goma arabica, hidrocoloides de grau alimenticio comumente empregados
na industria de alimentos, seguida por secagem da capsulas em estufa com circulacéo forgada.

2.2.2.1. Goma Ardbica

A goma arabica, também conhecida como goma acécia, é comercializada ha mais de
5000 anos (WHISTLER & BEMILLER, 1993). Trata-se de um sal neutro ou levemente acido
obtido a partir da secrecdo da Acacia senegal e Acacia seyal, especies de acécia distribuidas
nas regides tropicais e subtropicais, sendo o Suddo e a Nigéria 0s principais produtores
(DAMODARAN; PARKIN &FENNEMA, 2010; ISLAM et al., 1997).

A goma ardbica € considerada um heteropolissacarideo aniénico complexo
(MATALANIS; JONES & McCLEMENTS, 2011), composto por polissacarideos e
glicoproteinas (ROSA, 2019) largamente usado na encapsulagdo como material de parede
devido a excepcional propriedade de emulsificacdo, boa retencdo de volateis, alta
solubilidade, baixa viscosidade e protecdo contra a oxidacdo (AZEREDO, 2005). Possui em
sua composicdo uma pequena fracdo proteica (cerca de 2%) ligada covalentemente ao
carboidrato, a qual tem um papel importante nas propriedades emulsificantes e estabilizantes
da goma. Sua estrutura enovelada apresenta carga eletrostatica negativa quando em pH acima
de 2,2 (AZEREDO, 2005), o que torna esse polissacarideo interessante para o processo de
coacervacdo complexa com polimeros catiénicos. Por ndo possuir cheiro, sabor e cor, a goma
arabica ndo afeta tais caracteristicas do sistema ao qual é adicionada (GULAO et al., 2014;
WANDREY; BARTKOWIAK & HARDING, 2010).

Sua estrutura é ramificada, formada por uma cadeia principal com unidades de 1,3-p-
D-galactopiranose unidas por ligaces glicosidicas e cadeias laterais de unidades de 1,6-B-
galactopiranose com diferentes estruturas quimicas formadas de D-galactopiranose, L-
ramnose, L-arabinofuranose e acido glucurénico (BOBBIO & BOBBIO, 1992). A estrutura

molecular da goma arabica é apresentada na Figura 4.
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Figura 4. Estrutura molecular da goma arabica e os principais grupos terminais e formadores
da cadeia principal.
Fonte: Quintanilha, 2015.

A goma arabica € o material de parede mais antigo usado na tecnologia de
microencapsulacao, sendo considerado o polissacarideo mais importante, com aplicagdes que
se estendem a muitos segmentos industriais, incluindo o alimenticio (VERBEKEN;
DIERCKX & DEWETTINCK, 2003).

2.2.2.2. Proteinas do soro de leite

As proteinas do soro de leite compreendem um grupo diverso de proteinas globulares
do leite que permanecem sollveis apds a precipitacdo de caseina a pH 4,6 e 20 °C.
Dependendo de fatores como método de precipitacdo da caseina, armazenamento, tratamento
térmico e outros, essas proteinas apresentam caracteristicas diferentes (TEIXEIRA et al.,
2019). Dentre as principais proteinas presentes no soro de leite estdo a p-lactoglobulina, a a-
lactaloumina, a soroalbumina bovina (BSA), as imunoglobulinas, a lactoferrina e os
glicomacropeptideos (POPPI et al., 2010).

A B-lactoglobulina (B-Lg) é a fragdo proteica mais abundante do soro de leite,
correspondendo a aproximadamente 10% da proteina total do leite e 50% da proteina total do

soro. E uma proteina globular, contém 162 aminoacidos e massa molar de 18,3 kDa, com
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ponto isoelétrico em pH 5,2, possuindo diferentes variantes genéticas, sendo as principais a -
Lg A e a B-Lg B. Apresenta resisténcia a agdo de &cidos e enzimas proteoliticas presentes no
estomago, ocorrendo sua absor¢do no intestino delgado (EDWARDS et al., 2009; FOX,
2003).

A o-lactoalbumina (a-La) € a segunda principal fracdo proteica, representando cerca
de 20% do total de proteinas no soro de leite. Composta por 123 aminoacidos, com massa
molar de 14,2 kDa e ponto isoelétrico em pH 4,6 (EDWARDS et al., 2009), a a-La € uma
molécula muito estavel termicamente. A maioria das proteinas tém a sensibilidade aumentada
ao calor na presenca de célcio, provavelmente devido a habilidade desse mineral em
promover a formacdo de ligacGes ionicas intermoleculares com as porgdes proteicas,
mantendo-as proximas e aumentando a probabilidade de agregacdo com o aquecimento. Em
condicdes favoraveis de concentragdes de célcio e pH, a a-La pode permanecer solivel apds a
exposicdo a 100 °C, fazendo com que alimentos ricos nessa proteina ndo coagulem ao serem
aquecidos (BALDASSO et al., 2011).

As imunoglobulinas sdo proteinas de alta massa molar e representam pelo menos 2%
do teor de proteina total do leite. Nesse grupo, estdo presentes 1gG, IgA, IgM e IgE, sendo
IgG (G1 e G2) a principal, constituindo cerca de 80% do total de proteinas globulares e com
massa molar de aproximadamente 160 kDa. IgG1 é a fracdo em maior quantidade no leite e
também no colostro (GEORGE et al., 2013).

A albumina do soro bovino (BSA) corresponde a cerca de 10% das proteinas do soro
de leite. Com conformacédo nativa globular e solivel em agua, a BSA é formada por uma
cadeia polipeptidica com cerca de 580 residuos de aminoacidos com 17 dissulfetos e um
grupo sulfidrico livre. Sua massa molar é 66,2 kDa e seu ponto isoelétrico (pl) ocorre em pH
4,7-4,8 (POPPI et al., 2010).

Outra proteina presente no soro de leite, mas em pequenas concentracfes (1 a 2 % do
total de proteinas), é a lactoferrina. Trata-se de uma glicoproteina com massa molecular da
ordem de 76 kDa e que se liga fortemente com o ferro (na proporcao de 2 mols de ferro por
mol de proteina). Pertence a familia da transferrina e tem similaridade com a lactoferrina
encontrada na corrente sanguinea, que funciona como transportadora do ferro (RAIMONDO
et al., 2013). Seu pl ocorre em pH aproximadamente igual a 8,0 (GULAO et al., 2014).

De modo geral, as proteinas do soro sdo soliveis em ampla faixa de pH, apresentam
estrutura globular e contém ligacbes dissulfeto que Ihes conferem um determinado grau de

estabilidade estrutural (MEHYAR et al., 2014; AIMUTIS, 2004). No que se refere ao aspecto
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nutricional, as proteinas do soro de leite, em especial a f-Lg e a a-La, destacam-se por
apresentar elevado valor bioldgico, com teores de aminodcidos essenciais e sulfurados
comparaveis as proteinas do leite humano (SINHA et al., 2007; BARBOSA et al., 2010).
Dessa forma, sdo uma excelente opg¢do devido as suas propriedades nutritivas e fisiologicas, e
principalmente por serem produtos derivados de um residuo industrial de laticinios de
altissima qualidade (AHN; KIM; KIM, 2012).

Além de fornecerem aminoacidos com beneficios relacionados a aspectos nutricionais
(SIMOES et al., 2022), as proteina do soro sdo conhecidas pela versatilidade de suas
propriedades funcionais e tecnoldgicas: solubilidade, formacdo e estabilizacdo de espuma,
capacidade emulsificante e estabilidade das emulsGes, gelificagdo, formacdo de filmes
comestiveis e biodegradaveis, absorcdo e retencdo de agua e de gordura, melhoria nas
propriedades sensoriais, ligacdo de aroma e sabor e formacao de microparticulas (MODLER,
2000; MORR, FOEGEDING, 1990; WONG et al., 1996). Tais propriedades fazem com as
proteinas do soro possam ser utilizadas em diversas aplicagdes em tecnologia de alimentos
(HA et al., 2019), o que fez com que o soro de leite ganhasse atencdo de varios setores
industriais, tendo em vista suas potencialidades energéticas, farmacéuticas e nutricionais
(DUARTE, et al., 2020; SETIOWATI et al., 2020; PIRES et al., 2021, ZHANG et al., 2021).

Estudos evidenciam que as proteinas do soro de leite tém apresentado potencial
promissor para a producdo de microcapsulas (FRASCARELLI et al., 2012; HA et al., 2019),
podendo ser aplicadas na encapsulacdo de substancias volateis e ndo volateis, principalmente

na producéo de géis translucidos e de elevada consisténcia (LIMA, 2020).

40



3. OBJETIVOS

Desenvolver e caracterizar microcapsulas de propolis obtidas por coacervacao

complexa entre proteinas do soro de leite e goma arébica.

3.1.  Objetivos especificos

»= Produzir e avaliar o extrato de propolis quanto ao teor de compostos bioativos
(fendlicos totais e flavonoides totais), atividades antioxidante e antimicrobiana.

= Avaliar os efeitos do pH e da propor¢do de biopolimeros sobre o rendimento de
microcapsulas (sem prépolis).

= Produzir e caracterizar as microcapsulas de propolis obtidas sob a melhor condicéo de
coacervacdo complexa avaliada (pH e proporcdo de biopolimeros) quanto a
morfologia, umidade, cor, higroscopicidade, solubilidade em &gua, densidade, teor de
compostos bioativos (fendlicos totais e flavonoides totais), atividade de agua e
atividades antioxidante e antimicrobiana.

= Avaliar a cinética de liberacdo dos compostos fenolicos totais em diferentes meios:
acido acético a 1 % (v/v), pH 2,72 e 37 °C; e tampdao fosfato de potassio 0,1 mol/L, pH
7,08 e 25 °C.

= Auvaliar a estabilidade da microcapsula de propolis ao longo do armazenamento sob
diferentes condicbes de armazenamento (-70 °C e 25 °C) em termos dos teores de

fendlicos totais e flavonoides totais, ao longo de 90 dias.

41



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Matéria-prima

A propolis bruta foi coletada no periodo de 2019-2020, em apiério localizado em
Bocaiuva (17°6'55" Sul, 43°49'16" Oeste), norte do estado de Minas Gerais, com pastagem
apicola contendo Baccharis dracunculifolia (popularmente conhecida como alecrim do
campo), considerada a principal fonte vegetal da propolis verde, o que possibilita sua presenca
na propolis utilizada no presente estudo. A prépolis bruta foi embalada em sacos de
polietileno e armazenada a -18 °C até o momento da producdo do extrato etandlico.
Concentrado proteico do soro de leite (Gemacon Tech, Brasil), goma arabica (Exodo
cientifica, Brasil), citrato de sodio (Synth, Brasil), carbonato de sodio (Exodo Cientifica,
Brasil), Folin-Ciocalteau (Exodo Cientifica, Brasil), acido galico (Dinamica, Brasil), cloreto
de aluminio (CRQ Produtos Quimicos, Brasil), acetato de potassio (Cinética, Brasil), etanol
(Exodo Cientifica, Brasil) e quercetina (Sigma, EUA) de grau Padrdo Analitico foram
utilizados conforme obtidos dos fabricantes. Agua destilada foi utilizada no preparo das

solugdes.

4.2. Producéo do extrato de propolis

O extrato etanolico de propolis (EEP) foi obtido de acordo com a metodologia de Nori
et al. (2011), com modificacGes: 10 g de prdpolis bruta, previamente congelada e triturada em
liquidificador convencional, foram misturados a 200 mL de etanol 80% (v/v) em frascos
Erlenmeyer fechados e protegidos da luz. A extracdo foi realizada a 50 °C, sob agitacdo de
200 rpm por 30 min em shaker (6430B, Thoth Equipamentos, Brasil), seguida de
centrifugacdo a 3.000 rpm por 20 minutos (ST16-R, Thermo Scientifica, Brasil). O
sobrenadante foi coletado e previamente concentrado em evaporador rotativo (LGI-52CS-1,
LGl Scientific, Brasil) acoplado a bomba de vacuo e banho-termostatico, sob pressdo
reduzida a 50 °C. Posteriormente, o extrato foi mantido em estufa (SL-102, SOLAB, Brasil) a
50 °C para completa evaporacdo do etanol. O extrato de propolis concentrado (EPC) obtido
foi acondicionado em frascos fechados e protegidos da luz, e mantido a temperatura de -18 °C

até o momento de sua utilizacao.
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4.3.  Avaliacdo das condicGes para encapsulagéo

A fim de avaliar as melhores condi¢des para encapsulagéo, inicialmente foram
avaliados separadamente o0s seguintes parametros do processo de coacervagdo complexa que
resultassem em maior rendimento de capsulas sem prépolis pH final (3,5, 4,0 e 4,5) para
coacervacdo na proporcdo de CPS:GA de 2:1 (em massa) e, na sequéncia, a proporcao de
CPS:GA (2:1, 3:1 e 4:1) utilizando o pH de coacervacdo previamente estabelecido. A partir
dos resultados, definiu-se as melhores condic¢des avaliadas para encapsulacdo, as quais foram
adotadas para producdo das capsulas com propolis. Os ensaios foram realizados em
quintuplicata e os resultados obtidos (rendimento) foram submetidos a analise estatistica
conforme descrito no item 4.14.

4.4, Preparo das capsulas

Inicialmente céapsulas foram produzidas pela técnica de coacervacdo complexa de
acordo com a metodologia de Nori et al. (2011), com modificacdes, sem e com a adi¢do de
extrato de prépolis. Solugdes de proteina de soro de leite (CPS, 50 mL e pH 7,5) e de goma
arabica (GA, 50 mL) com concentragdes especificas foram preparadas separadamente e
mantidas sob agitacdo magnética por 1 h para completa hidratacdo. Para a producdo de
capsulas com propolis, o extrato de propolis concentrado (EPC) foi adicionado a solucéo de
proteina sob agitacdo magnética. A solucdo de goma arabica foi adicionada lentamente a
solucdo de proteina sob agitacdo de 6.000 rpm por 2 min (IKA T18 digital, Ultra Turrax,
Alemanha). O pH da mistura foi ajustado para o valor desejado pela adicdo de HCI (1 mol/L)
e a suspensdo obtida foi mantida sob agitacdo magnética por 30 min a temperatura ambiente.
Ao final, o material foi mantido em repouso sob refrigeracdo, em overnight, a fim de
promover a sedimentacao da fase contendo o coacervado. O sobrenadante foi cuidadosamente
removido e a fase contendo o coacervado foi seca em estufa a 50 °C por 24 h. O material
obtido apds a secagem foi triturado com auxilio de almofariz e pistilo e armazenado em frasco
fechado protegido da luz, a 25 °C até sua utilizacdo. Em todos os tratamentos (condicdes de
coacervacdo, com ou sem propolis), a concentracdo total dos biopolimeros (proteina + goma)
foi de 2 % (M/v).
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4.5.  Rompimento das cépsulas de extrato de propolis

Para avaliacdo dos teores de compostos fendlicos totais e flavonoides totais, bem como
da atividade antioxidante das capsulas de extrato de propolis foi necessario proceder
previamente seu rompimento. Para isso, foi adotada a metodologia de Nori et al. (2011), com
modificacdes: a 0,2 g de capsulas de extrato de prdopolis foram adicionados 2,0 mL de solugdo
de citrato de sddio 10 %(m/v) e o pH foi ajustado para 7,5 com NaOH (0,1 mol/L), mantendo-
se sob agitagdo por 2 min. Posteriormente, foram adicionados 5,0 mL de etanol (99,5%) sob
agitacdo por mais 2 min e a mistura foi centrifugada a 4.000 xg por 20 min, sendo o
sobrenadante obtido utilizado para as analises descritas nos itens 4.8, 4.9, 4.10 e 4.11.

4.6.  Avaliacdo do processo de encapsulacao

4.6.1. Rendimento

O rendimento de capsulas (sem e com extrato de propolis) foi expresso como a razao
entre a quantidade de capsulas obtidas ap0s a secagem e a quantidade de polimeros e material
de ndcleo utilizado no processo, conforme a Equagdo 1 (STURM, CRNIVEC, ISTENIC et
al., 2019):

massa de microcapsulas obtidas ap6s secagem

R (%) = x 100 Eqg. 1
(%) massa de propolis + material de encapsulamento (Ea. 1)

4.6.2. Eficiéncia

Para determinar a eficiéncia de encapsulacdo, uma aliquota de 2,0 mL de etanol
(99,5%) foi adicionada a 0,2 g de capsulas de extrato de prépolis para possibilitar a dissolucédo
dos compostos fenolicos presentes na superficie das microcapsulas sem promover o
rompimento dessas. A mistura foi agitada em vortex (Warmnest, Brasil) e centrifugada a
4.000 xg por 2 min.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi avaliada com base no conteudo de compostos
fendlicos totais, cujo teor foi avaliado por analise espectrofotométrica conforme metodologia
descrita no item 4.8 e calculada de acordo com a Equacéo 2:

W, — W,
EE (%) = % X 100 (Eq. 2)
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em que W; € a quantidade de fendlicos totais presentes no sobrenadante de uma quantidade
conhecida de microcapsulas e W, € a quantidade de fendlicos totais adicionados ao preparo da

mesma quantidade de microcapsulas (NORI et al., 2011).

4.7. Caracterizacdo estrutural e fisico-quimica das capsulas de extrato de propolis

4.7.1. Morfologia e tamanho médio

Uma aliquota de 10 uL de suspensdo de capsulas de extrato de propolis em agua
deionizada foi examinada em microscépio optico (Axio Lab. Al, Carl Zeiss, Alemanha) com
lente de aumento de 40x, antes da etapa de secagem. Fotomicrografias (n = 5) foram obtidas
para avaliacdo da aparéncia, tamanho médio e formato das capsulas, com auxilio do software
ZEN Blue.

4.7.2. Umidade

A umidade das capsulas de extrato de propolis obtidas apos a secagem foi determinada
por método gravimétrico (AOAC, 1995). Amostras (n = 5) de cerca de 1,0 g foram
submetidas a secagem em estufa com circulagédo de ar a 105 °C até atingir peso constante. O

percentual de umidade foi expresso em porcentagem.

4.7.3. Higroscopicidade

Para determinacdo de higroscopicidade, amostras (n = 5) de aproximadamente 1,0 ¢
de capsulas de extrato de propolis foram dispostas em placas e acondicionadas em um
dessecador hermético com solucédo saturada de NaCl a 25 °C. Apo0s 6 dias, as amostras foram
pesadas e a higroscopicidade foi expressa como g de agua absorvida/100 g de sélidos secos
(SAIKIA, MAHNOT & MAHANTA, 2015).

4.7.4. Solubilidade em agua

A solubilidade em &gua foi avaliada de acordo com a metodologia descrita por Busch
et al. (2017), com modificagdes. Suspensdes (n = 5) de 0,5 g de capsulas de extrato propolis

secas em 50 mL de agua destilada foram preparadas, agitadas em vortex por 5 min e
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centrifugadas a 1.200 xg por 10 min. Uma aliquota de 20 mL de sobrenadante foi transferida
para uma placa previamente pesada e levada a estufa para secagem a 105 °C por 3 h. A

solubilidade (S) foi calculada de acordo com a Equacéo 3:

S (%) = massa (g) de sblidos na aliquido do sobrenadante X 2,5 « 100 Eq.3
v massa da amostra (g) (Eq. 3)

4.7.5. Densidade aparente

Para determinacdo da densidade aparente (p,) das microcapsulas de extrato de
propolis, amostras (n = 5) de aproximadamente 2,0 g foram pesadas e transferidas para
proveta graduada de 10 mL para determinacdo do volume ocupado (FERNANDES, BORGES
& BOTREL, 2014). A densidade aparente foi obtida pela relagcdo entre a massa pesada e o

volume correspondente.

4.7.6. Cor instrumental

A cor das capsulas de extrato de propolis secas foi avaliada pelos parametros de cor do
sistema CieLab (L*, a* e b*) em um colorimetro de bancada (CR-400, Konica Minolta,
EUA), em quintuplicata. O equipamento foi previamente calibrado com placa de calibracéo
branca. Valores de indice de brancura (IB), angulo Hue (h™s) e cromaticidade (Croma, Cap)
foram calculados de acordo com as Equacbes 4, 5 e 6 (MOURA et al., 2019). Antes da

andlise, o equipamento foi calibrado com placa branca de calibracéo.

IB =100 —[(100 — L*)? + a*? + b*2]05 (Eq. 4)
h* . = arctan(b*/a*) (Eq. 5)
C'ap = [a? + b?]*° (Eq. 6)
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4.7.7. Atividade de agua

A atividade de agua (Ay) foi avaliada em quintuplicata, por meio de leitura direta das
amostras de microcapsulas de extrato de propolis, a temperatura ambiente (25 £2 °C), em um

determinador de atividade de 4gua (AquaLab 4TE, Estados Unidos).

4.8. Avaliacdo de compostos bioativos do extrato de propolis e das microcapsulas de
extrato de propolis

4.8.1. Determinacdo de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais no extrato de prépolis e nas capsulas de extrato
de prépolis (apds o rompimento) foi avaliado pelo método de Folin-Ciocalteau, de acordo
com a metodologia de Woisky e Salatino (1998), com modificacdes. Uma aliquota de 0,5 mL
de amostra previamente diluida em etanol 99,5% foi misturada a 2,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau diluido em &gua (1:10 v/v) e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio 4 % (m/v),
seguido por agitacdo em vortex para homogeneizacdo. A mistura foi mantida em repouso por
2 h, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorvancia foi avaliada a 740 nm, em
espectrofotémetro (UV-1280, Shimadzu, Japdo). Para quantificacdo, foi utilizada uma curva
padrdo de &cido galico como referéncia e o resultado foi expresso como mg de acido galico
equivalente/g de amostra. Para o branco, foi utilizado etanol 99,5% no lugar da amostra.

Para analise das capsulas e do extrato de propolis, as amostras foram diluidas 1:10 e

1:100 em etanol, respectivamente.

4.8.2. Determinacédo de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais no extrato de prépolis e nas capsulas de extrato de
propolis (apds o rompimento) foi determinado pelo método descrito por Chang et al. (2002),
com modificac@es. Inicialmente, aliquotas de 0,5 mL de amostra foram misturadas a 1,5 mL
de etanol 99,5%, acrescidas de 0,1 mL de solucdo de cloreto de aluminio a 10 % (m/v), 0,1
mL de solucdo de acetato de potassio a 1,0 mol/L e 2,8 mL de agua destilada. As amostras
foram homogeneizadas em vortex e em seguida foram mantidas em repouso por 30 min.
Posteriormente, a absorvancia foi avaliada em espectrofotdbmetro, em 415 nm. Para

quantificacdo, foi empregada uma curva padrédo de quercetina como referéncia e o resultado
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foi expresso como mg de quercetina equivalente/g de amostra. Para o branco, a aliquota de
cloreto de aluminio foi substituida pela mesma quantidade de &gua destilada.

Para andlise das capsulas e do extrato de prépolis, as amostras foram diluidas 1:10 e
1:100 em etanol, respectivamente.

4.9. Atividade antioxidante

4.9.1. Método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade antioxidante do extrato de prdpolis e das capsulas de extrato de extrato de
prépolis (ap6s rompimento) foi avaliada com base na reducdo do radical livre DPPH’,
segundo o método de Chen et al. (2003), com modificagdes. Aliquotas de 4 mL de amostra
(extrato de propolis ou solugéo resultante da ruptura das microparticulas foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 1 mL de solu¢do de DPPH 0,5 mmol/L, e homogeneizadas em
vortex por 2 min, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorbéncia foi avaliada em
espectrofotbmetro a 517 nm, apds 20 min em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A
reacao controle (branco) foi realizada substituindo a amostra por etanol 50%.

A inibicdo do radical livre DPPH" foi determinada de acordo com a Equacdo 7:

Ay — A
%inibicio = (C"A—CZ") X 100 (Eq. 7)
c0

sendo A, € A, as absorvancias do controle no tempo t =0 min e da amostra em t = 20 min,

respectivamente.

4.9.2. Capacidade redutora do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante através do método de reducdo do ferro (FRAP) foi realizada
de acordo com a metodologia proposta por Rufino et al. (2006), com modificacdes, a qual foi
realizada em triplicata em ambiente escuro. Para a realizacdo da analise, uma aliquota de 90
uL de amostra (extrato de propolis ou solucdo resultante da ruptura das microparticulas,
ambos previamente diluidos) foi transferida para tubos de ensaio, acrescentada de 270 uL de
agua destilada e 2,7 mL de reagente FRAP (solucdo tampdo acetato 0,3 mol/L pH 3,6, solucédo
TPTZ 10 mmol/L e solucdo de cloreto férrico 20 mmol/L), homogeneizada em agitador
vortex e mantida a 37 °C em banho termostatico por 30 min. Posteriormente, foi realizada a
leitura da absorbancia em espectrofotémetro, em 595 nm. Para quantificacdo, foi empregada
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uma curva padrdo de sulfato ferroso como referéncia. O reagente FRAP foi utilizado como

branco para calibrar o equipamento.

4.10. Atividade antimicrobiana

Inicialmente, as amostras bacterianas, a saber: 3 bactérias, sendo uma cepa gram-
positiva (Staphyloccoccus aureus ATCC 25923) e duas cepas gram-negativas (Salmonella
typhimurium e Escherichia coli ATCC 25922), gentilmente cedidas pelo Laboratorio de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFMG, foram recuperadas em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e solucdo salina a 0,85 % a 35 °C por 18 h. A suscetibilidade
antimicrobiana foi avaliada pelo teste de disco-difusdo em agar, segundo recomendacdes do
Instituto de Padrbes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2023). Aliguotas de 10 pL de extrato
etanolico de prépolis (EEP), extrato de propolis concentrado (EPC) e microcapsulas de
propolis (0,1, 10 e 100 mg/mL) foram aplicadas sobre discos estéreis de papel filtro (6 mm de
diametro), os quais foram depositados com uma pinca estéril sobre placas de Petri contendo
meio Mueller-Hinton (MH), previamente inoculadas com os microrganismos de interesse. O
controle positivo para esses patogenos foi realizado com o antibiético vancomicina (30 ug)
(para Staphyloccoccus aureus e Escherichia coli) e clorafenicol (30 pg) (para Salmonella
typhimurium). As placas foram incubadas a 35 °C por 24 h. Foram considerados com
atividade inibitoria halos formados a partir dos discos com didmetro maior do que 6 mm,
medido com auxilio de uma régua milimetrada. O teste com cada cepa foi realizado em

triplicata.

4.11. Cinética de liberacdo de compostos fendlicos

O perfil de liberacdo de compostos fendlicos das capsulas de extrato de propolis em
diferentes meios (solucdo de acido acético 1 %(v/v), pH 2,7 a 37 °C e tampdo fosfato 0,1
mol/L, pH 7,1 a 25 °C) foi determinado pelo método descrito por Beijoca (2014), com
modificacdes. Suspensdes contendo 25 mL de meio e 0,2 g de capsulas de extrato de propolis
foram preparadas e mantidas sob agitacdo magnética. Aliquotas de 1,0 mL foram coletadas
em intervalos de tempo especificos (0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 e 360 min) e
imediatamente centrifugadas a 1200 xg por 10 min, sendo o sobrenadante coletado para

andlise do teor de fendlicos totais e o sedimento ressuspendido em 1,0 mL do respectivo meio
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e devolvido ao sistema, de modo a manter o volume e a quantidade de capsulas constantes. A
avaliacdo do teor de fenolicos totais do sobrenadante foi realizada conforme descrito no item
4.8.

4.12. Estabilidade das cépsulas de extrato de prépolis durante o armazenamento

Capsulas de extrato de propolis secas foram armazenadas em frascos fechados,
protegidos da luz e mantidos a -70 °C e 25 °C por 90 dias. Amostras (aproximadamente 0,2 g)
foram analisadas quanto ao teor de fendlicos totais e flavonoides totais apos 0, 8, 15, 30, 45 e
90 dias, conforme metodologia descrita nos itens 4.8 e 4.9 ap6s rompimento.

4.13. Andlise estatistica

As analises foram conduzidas em quintuplicatas e os resultados foram expressos como
média e desvio padrdo. Quando necessario, 0s resultados foram avaliados por meio de anélise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, ambos ao nivel de 5% de significancia (p-valor <
0,05), para determinar diferenca significativa entre as médias. As analises foram realizadas no

software Statistica 10.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Avaliagéo de parametros do processo de coacervacdo complexa

Inicialmente foi avaliado o efeito do pH final (3,5, 4,0 e 4,5) sobre a formacdo de
microparticulas produzidas pela coacervacdo complexa entre goma arabica e proteina do soro
de leite, na proporgdo 2:1 (CPS:GA, em massa), sem adicdo do extrato de prépolis. Na Tabela
6 sdo apresentados os registros da separacdo de fases apds etapa de repouso que sucede a
coacervacao e da morfologia das capsulas produzidas, observadas ao microscopio optico, bem
como os rendimentos em cada condicéo de pH avaliado.

Em relacdo a morfologia, observa-se semelhanca entre as capsulas obtidas nos
diferentes valores de pH. Em todas as trés condi¢cdes avaliadas, as particulas apresentaram
paredes bem definidas, com formas e tamanhos irregulares, assim como observado por
Ferreira et al. (2023).- Caracteristicas morfologicas semelhantes foram observadas por Baysan
et al. (2021) em estudo sobre microcapsulas de propolis produzidas com proteina de soro de
leite e goma arébica pelos métodos de spray drying e liofilizacdo. De acordo com alguns
autores, as microcapsulas devem apresentar superficie uniforme com o minimo de rachaduras,
irregularidades ou rugosidade, de modo a promover uma melhor funcionalidade do material
encapsulado (da Silva et al., 2013; di Battista et al., 2015).

O tamanho das microparticulas € uma caracteristica importante, pois afeta
propriedades fisicas e funcionais, como solubilidade e higroscopicidade, uma vez que essas
dependem da superficie de contato (MARTINS et al., 2022). As capsulas produzidas (Tabela
6) apresentaram tamanho médio de 9,69 um.

No entanto, destaca-se que fazer comparaces quanto a morfologia das particulas
obtidas em diferentes estudos ndo é tarefa simples, uma vez que fatores como o método de
encapsulacdo e suas configuracdes/equipamentos para secagem das capsulas influenciam
nesse parametro (BURGUT, 2021; WYSPIANSKA et al., 2019) e o método adotado no
presente estudo (secagem em estufa com circulacdo de ar) ndo foi relatado na literatura até o
presente, para obtencdo de capsulas de extrato de prépolis por coacervacdo complexa.

Os sistemas apresentaram clara separacdo de fases, com sobrenadante limpido, com
excecdo do sistema com pH 4,5, o qual apresentou turbidez. Tal resultado pode estar
relacionado a presenca de polimeros em solucdo e ser indicativo de uma menor interacao
entre as proteinas e a goma, conforme verificado pelo menor rendimento de capsulas (Tabela

6) observado para o sistema com pH 4,5 (62,7%), enquanto os sistemas com pH 3,5 e 4,0
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apresentaram os maiores rendimentos (> 70%, com sobrenadantes mais limpidos), os quais
ndo diferiram significativamente entre si (p > 0,05), o que indica que para nesses Ultimos
sistemas, o pH de coacervacgdo ndo influenciou no rendimento de capsulas obtidas.

De modo geral, a coacervagdo complexa utilizando proteina do soro do leite e goma
ardbica se mostrou possivel nos valores de pH testados, uma vez que esses encontram-se
abaixo do ponto isoelétrico das principais fracbes proteica do soro de leite (4,5 a 5,2),
condicdo essa na qual as proteinas se tornam catidnicas, enquanto a goma ardbica continua
anibnica, favorecendo assim a interacdo eletrostatica entre esses biopolimeros (LY et al.,
2008; BRAGA, 2015).

Tendo em vista a condicdo que resulta em maior rendimento no processo de formagao

de capsulas, adotou-se o pH final de coacervacéo igual a 4,0.
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Tabela 8. Morfologia, separacdo de fases e rendimento de capsulas vazias obtidas por coacervacdo complexa entre proteina do soro do leite e
goma arabica na proporc¢do de 2:1, concentracdo total de polimeros de 2% m/v, em diferentes pH.

pH de coacervacao
Resultado

3,5 4,0 4,5

Morfologia por microscopia
Optica

Separacéo de fases ap0s

overnight sob refrigeracéo

Rendimento de capsulas (R%)" 70,333 + 0,015 72,0 £ 0,004 62,667 + 0,014

“Média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora, 2023.
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E sabido que no processo de coacervagdo complexa, a relagio proteina-polissacarideo
é um fator de extrema importancia, pois diferentes propor¢des de mistura influenciam no
equilibrio de cargas entre os biopolimeros que quando ndo adequadas podem afetar todo
sistema de complexacdo e interacdo entre as moléculas (LIU et al., 2009; LIU, LOW &
NICKERSON 2009).

Nesta etapa, apos a determinagdo do melhor pH final de coacervacéo, foram avaliadas
diferentes proporgdes de CPS:GA (2:1, 3:1 e 4:1, em massa), mantendo-se fixa a
concentracdo total de polimeros (2% m/m). Na Tabela 7 sdo apresentados 0s registros da
separacdo de fases apds etapa de repouso que sucede a coacervacdo e da morfologia das
capsulas produzidas, observadas ao microscopio 6ptico, bem como os rendimentos em cada
condicao de pH avaliado.

Com base nos registros fotograficos da microscopia e do sistema de coacervacao,
nota-se que ndo houve diferenca perceptivel na morfologia das particulas e na separagédo de
fases com a variacdo na proporcao de proteina e goma. No entanto, o processo de coacervacao
na propor¢cdo CPS:GA de 3:1 apresentou maior rendimento (87,3%) (p < 0,05) que as demais
proporcOes avaliadas. Resultado semelhante foi observado por Kaushik et al. (2015a) que
avaliaram a formacdo do complexo entre isolado proteico de linhaca e goma de linhaca em
diferentes proporcdes (1:1 a 15:1, proteina-goma) e obtiveram melhor complexacdo na
proporc¢éo 3:1.

Quanto ao tamanho das particulas obtidas (Tabela 7), as céapsulas apresentaram
tamanho médio de 10,09 um semelhantemente ao resultado apresentado na avaliacdo do efeito
do pH final de coacervacao (Tabela 6).

Considerando o rendimento como parametro de interesse, a proporcdo de 3:1 para
proteina e goma, com pH de coacervacdo igual a 4,0, foi adotada para producdo de

microcapsulas de extrato de prépolis.
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Tabela 9. Morfologia, separacdo de fases e rendimento de capsulas vazias obtidas por coacervacdo complexa entre proteina do soro do leite e
goma arabica nas propor¢des de 2:1, 3:1 e 4:1 concentracdo total de polimeros de 2% m/v, em pH.4,0.

Proporcoes
Resultado

2:1 3:1 4:1

Morfologia por microscopia
Optica

Separacéo de fases ap0s

overnight sob refrigeracéo

Rendimento de capsulas (R%)" 72,0+0,004% 87,333+0,006" 72,333+0,003%

"Média + desvio padrdo. Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Da autora, 2023.
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5.2.  Avaliacéo das microcépsulas de extrato de prdpolis

Apos a definicdo dos parametros para a encapsulacdo do extrato de prépolis, a saber:
proporcdo CPS:GA igual a 3:1 e pH final igual 4,0, foram obtidas microcapsulas de extrato
em po (ap6s maceragdo) com coloracdo amarelada (Figura 5) e cheiro caracteristico de

propolis.

Figura 5. Microcépsulas de extrato de propolis obtidas apds maceracéo do coacervado
seco.
Fonte: Da autora, 2023.

A morfologia da microcapsula no microscépio Optico € mostrada na Figura 6.
Observa-se microparticulas esféricas, aglomeradas e de tamanhos variados. Essas
caracteristicas também foram observadas por Andrade et al. (2018) e da Silva et al. (2013),

em estudo de capsulas de prépolis encapsulada por spray drying.
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Figura 6. Microscopia 6ptica de microcapsulas de extrato de propolis obtidas por
coacervacao complextra entre proteina do soro do leite e goma arabica (40x).
Fonte: Da autora, 2023.

As microcapsulas apresentaram tamanho médio de 10,56 um. Segundo Kaushik et al.
(2015b) o tamanho de particula recomendado para aplicacdo em produtos alimenticios deve
ser inferior a 100 um para evitar a percep¢do sensorial na boca. Além disso, particulas
menores e mais uniformes sdo mais indicadas para a manutencdo da viabilidade durante o
armazenamento (ANEKELLA, 2011).

5.2.1. Eficiéncia e rendimento de encapsulacéo

A eficiéncia e o rendimento sdo parametros importantes no desenvolvimento do
processo de encapsulacdo, independentemente do método utilizado para obtencdo e da
substancia a ser encapsulada (SOUZA, 2016). A eficiéncia esta relacionada a quantidade do
composto de interesse retido na microparticula e depende, dentre outros fatores, da afinidade
entre o material de parede e o composto a ser encapsulado (FERNANDES, FIORILLO &
ARANHA, 2022). Logo, esse parametro esta, de certo modo, associado a capacidade que 0s
compostos fendlicos possuem em se ligar as proteinas, como as proteinas do soro de leite
utilizadas no presente estudo.

No presente estudo, a eficiéncia e o rendimento da microencapsulagdo do extrato de
prépolis por coacervacdo complexa entre proteina do soro de leite e goma ardbica foram
iguais a 80,3 + 0,2 % e 74,3 = 1,1 %, respectivamente. A eficiéncia de encapsulacdo do
presente estudo foi melhor do que a evidenciada por Nori et al. (2011) (66 a 72%), que
avaliaram o microencapsulamento de extrato de propolis por coacervacdo complexa entre

proteinas isoladas de soja e pectina, e por Sturm et al. (2019) (31,3%), ao encapsular prépolis
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com goma ardbica por spray drying. Ja Sukri et al. (2023) obtiveram eficiéncia ligeiramente
superior (entre 88,27% e 91,86%) ao encapsular extrato de propolis por coacervacéo
complexa utilizando gelatina, maltodextrina e alginato de sd6dio como materiais
encapsulantes. Vale ressaltar que diferencas na eficiéncia podem ocorrer em decorréncia de
uma maior ou menor liberagdo do composto ativo durante a realizagdo da analise devido a
diferencas nos estimulos fisicos ou quimicos responsaveis pela liberacdo do composto
(CAVALARO, 2021).

Em relacdo ao rendimento, o resultado obtido (74,3%) foi superior aos valores
reportados por Busch et al. (2017) ao avaliarem a encapsulacdo de extrato de propolis em
maltodextrina, goma arébica e goma galactomanana ndo convencional (goma vinal)
(rendimento entre 60 e 68%). Baysan et al. (2021), em estudo de microencapsulacdo de
extrato de propolis com diferentes tipos de materiais encapsulantes (maltodextrina, lactose,
goma arabica, gelatina e caseinato de sédio) pelos métodos de atomizacdo e liofilizacéo,

observaram valores de rendimento entre 15 e 76,82%.

5.2.2. Propriedades fisicas das microcapsulas de extrato de propolis

Alguns parametros sdo importantes para caracterizar produtos em po, uma vez que
podem fornecer informacbes relevantes do ponto de vista da conservacdo, estocagem e
aplicacdo desses materiais (SOUZA, 2016). Algumas propriedades fisicas das microparticulas
foram avaliadas no presente estudo, a saber: teor de umidade, higroscopicidade, solubilidade,
densidade aparente, analise colorimétrica e atividade de agua.

O teor de umidade ¢ definido como a porcentagem de dgua contida no material e pode
ser afetado pelas caracteristicas desse. As microcapsulas de extrato prépolis obtidas
apresentaram umidade de 6,7% + 0,3, um valor relativamente baixo, como era esperado para
produtos desidratados. O resultado obtido esta de acordo com outros estudos. Alves (2018)
reportou valores de umidade entre 1,87% e 6,71% para microparticulas de extrato de propolis
obtidas por processo de atomizagdo a partir de concentrado proteico de ervilha (concentracdo
de 2 a 6%). Teor de umidade semelhante (4,55% a 5,94%) também foi relatado por Sukri et
al. (2023) para extrato de propolis encapsulado com gelatina e alginato de sédio pelo método
de coacervagdo complexa. Maiores valores de umidade foram observados por Andrade et al.
(2018) para o extrato de prdpolis verde microencapsulado com goma arabica produzido por
secagem em spray drying (9,80% = 0,62) e por Lima (2021) para extrato de prépolis de

abelhas africanizadas microencapsulado com soro de leite por spray drying (9,1% = 0,5).

58



Enquanto valor inferior foi reportado por Pant et al. (2022) para extrato de propolis
microencapsulado com maltodextrina obtido por secagem a vacuo (3,33% = 0,51) e por
Quirino (2021) para microcapsulas de extrato de propolis vermelha (4,22 a 5,64%).

Vale destacar que um baixo teor de umidade é um dos fatores necessarios para garantir
a estabilidade de produtos secos e que as condi¢des de secagem adotadas para obtencdo do
produto, assim como sua composi¢do, podem influenciar no resultado final. De modo geral,
alimentos com teor de umidade entre 3 e 10 g/100 g garantem um bom armazenamento sem
sofrer alteracfes (DA SILVA et al., 2013).

A higroscopicidade € considerada um parametro critico de qualidade para
microcapsula, uma vez que indica a capacidade do material de absorver a umidade do
ambiente circundante, sendo, portanto, um fator importante para determinacéo da vida util e
do tipo de embalagem adequada para o produto (VARDANEGA et al., 2019). Em geral, pos
com menor teor de umidade apresentam maior capacidade de absor¢do da umidade ambiente
(FERRARI; GERMAN; DE AGUIRRE, 2011). Além disso, a presenca de agua pode afetar a
fluidez do po6 (LIMA, 2021).

De acordo com Vladic¢ et al. (2022), p6s podem ser categorizados com base no grau de
higroscopicidade em ndo higroscopico (<10%), ligeiramente higroscopico (10-15%),
higroscopico (15-20%) e muito higroscopico (20-25%). Segundo tal classificacdo, as
microcapsulas de extrato de prépolis obtidas no presente estudo classificam-se como nao
higroscdpicas, uma vez que apresentaram higroscopicidade igual a 3,2% + 0,1. Valores
superiores a esse foram reportados por Andrade et al. (2018) para extrato de prépolis
microencapsulada com goma arabica (6,69 * 0,42%), Quirino (2021) para microcapsulas de
extrato de propolis vermelha (3,84 a 8,55%) e Pant et al. (2022), para microcapsulas de
propolis obtidas por secagem a vacuo (9,12 a 15,41%). Sukri et al. (2023) categorizaram as
microcapsulas de extrato de propolis encapsulada com gelatina e alginato de sddio pelo
método de coacervacdo complexa obtidas em seu estudo como ndo higroscopica, ao
apresentarem higroscopicidade entre 7,96 e 10,23%.

Ressalta-se que valores elevados de higroscopicidade podem levar a aglomeracdo do
po ou tornad-lo mais pegajoso, o que ndo ¢é desejavel por dificultar, por exemplo, a dispersao e
manipulacdo do mesmo. Além disso, tal condicdo demanda armazenamento em ambientes
com baixa umidade e/ou uso de embalagens com baixa permeabilidade ao vapor d’agua.

A solubilidade representa a capacidade do pé de se distribuir completamente na
solucdo e é uma das propriedades de reconstituicdo de produtos em po, as quais podem ser

influenciadas pelas condi¢cdes de processo e pelos materiais de revestimento e de ndcleo
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(PANT et al., 2022). A solubilidade das microcapsulas de prépolis produzidas no presente
estudo foi relativamente baixa (25,04% +0,02), resultado inesperado, se considerada a
solubilidade dos materiais de parede utilizados. Os valores apresentados neste estudo foram
superiores aos apresentados por Quirino (2021) (8,2 a 9,5 %) para extrato de propolis
vermelha encapsulado com leveduras por atomizacdo, cujos valores de baixa solubilidade
foram atribuidos a levedura que ndo foi rompida e a presenca de compostos pouco sollveis ou
insollveis em &gua, presentes na prépolis vermelha. J& valores superiores de solubilidade em
agua para microparticulas de prépolis em p6 foram observados em outros estudos. Pant et al.
(2022) obtiveram solubilidade de 45,27 a 61,29 % ao avaliarem propolis microencapsulada
com maltodextrina. Sturm et al. (2019) reportaram valores para esse parametro entre 87,0% e
98,7% ao avaliarem o efeito da propor¢do prdopolis:goma ardbica, obtendo maiores valores
para menor proporcao de propolis, devido as ceras e detritos insolUveis remanescentes na
propolis e a boa solubilidade de goma arébica em agua.

A densidade aparente de pds é um parametro importante para envase e armazenamento
de produtos (Pant et al., 2022). Produtos que apresentam baixa densidade demandam maior
espaco de armazenamento, o que gera maior custo (SANTANA, 2013), aléem de maiores
custos de embalagem, manuseio e transporte. No que se refere a alimentos em p0, a densidade
aparente costuma variar entre 0,3 e 0,8 g/mL (Pant et al., 2022), sendo os de menor densidade
aparente mais susceptiveis a oxidacdo e a menor estabilidade de armazenamento, uma vez que
apresentam maior quantidade de ar presente em seus espacos vazios (KOC et al., 2017).

Segundo Felix (2014), a densidade aparente é influenciada pelo tipo de material de
parede utilizado e pela temperatura de secagem (MAROOF et al., 2022). De acordo com
Caliskan e Dirin (2013), alta temperatura de secagem promove maior taxa de evaporacdo,
gerando produtos mais porosos e fragmentados, com menor densidade. Produtos com menor
densidade implicam maior volume ocupado e maior tamanho de particula, o que
consequentemente diminui a coesdo e aumenta a fluidez, caracteristica considerada desejavel
(BHUSARI; MUZAFFAR & KUMAR, 2014).

A densidade aparente das microcapsulas de extrato de propolis obtidas neste trabalho
foi de 0,56 + 0,01 g/mL. Esse resultado esta consistente com o obtido por Pant et al. (2022),
que reportaram valores desse parametro entre 0,414 e 0,612 g/mL para prépolis
microencapsulada com etapa de secagem a vacuo. Por outro lado, microcapsulas de propolis
obtidas por atomizagdo, no estudo de Baysan et al. (2019), apresentaram menor densidade
aparente (0,20-0,25 g/mL). Tosoni & Rodrigues (2013), encapsulando propolis com diferentes

materiais encapsulantes (goma arabica, dextrina comum, Capsul, maltodextrina comum e
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maltodextrina acetilada) por atomizacgdo, encontraram valores de densidade de 0,18 a 0,33
g/mL para as microcépsulas obtidas, atribuindo o aumento da densidade a alta umidade
(5,63%), pois esta funciona como facilitador da juncdo das particulas de sélido: quando as
particulas se juntam, o ar presente entre elas é eliminado, aumentando a quantidade de massa
por unidade de é&rea, e assim, a densidade do p6. Cabe destacar que materiais de baixa
densidade necessitam de maior espagco para armazenamento, 0 que gera aumento de custo
(SANTANA, 2013) para estocagem/armazenamento e transporte.

A cor de um produto é um atributo sensorial importante, uma vez que esse pode
influenciar nas escolhas e preferéncias do consumidor. Em relagdo aos seus parametros de
avaliacdo, o indice de brancura (IB), angulo Hue (h*,;) e cromaticidade ( c¢*,;) sdo derivados
dos pardmetros L*, a* e b*. IB representa a brancura, h* é a grandeza associada aos
comprimentos de onda do espectro visivel, representando a qualidade da cor (azul, vermelho,
amarelo etc.) e permitindo diferencia-la, enquanto a cromaticidade (C*) expressa a
intensidade da cor, ou seja, a saturacdo em termos de pigmento desta cor (MENDONCA,
2003).

As microcapsulas formuladas apresentaram valores de 1B, h*,,* € ¢, iguaisa 72,8 £
1,7. 1,5 £ 0,0 e 19,0 = 1,1, respectivamente. Quanto maior o valor do IB mais branca é a
superficie da microcapsula (SILVA, 2016). O valor de c*,;, obtido esta associado a cor mais
neutra das microcapsulas de extrato de prépolis obtidas, como pode ser observado na Figura
5, uma vez que valores de cromaticidade préximo de zero indicam cores neutras, enquanto
valores proximos a 60 indicam cores mais vivas (MENDONCA, 2003). O valor referente ao
parametro h*,, (apresentaram angulo de 87,23 + 0,65) demonstra que as microparticulas
apresentaram tonalidade mais proxima do amarelo, visto que angulos de 0°, 90 °, 180° e 270°
correspondem a cores vermelho, amarelo, verde e azul, respectivamente- (KHA et al., 2010).

Os valores das coordenadas de a* e b* variam de —a* (verde) até +a* (vermelho), e de
—b* (azul) até +b* (amarelo) (KHA et al., 2010). Desta forma as microcapsulas obtidas no
presente estudo tenderam do vermelho ((+a* = 1,0 £ 0,2) para o amarelo ((+b* = 19,0 + 1,0)
de forma mais intensa, e apresentaram luminosidade (L*) de 81,12 + 1,62, ou seja, coloracdo
mais clara.-Resultados similares a este trabalho foram encontrados por Andrade (2017) em
estudo de propolis verde microencapsulada com goma arabica por atomizagdo, com excecao
da luminosidade, que apresentou valor inferior (39,91 + 1,14) e do angulo Hue, que foi
significativamente maior (h*,,= 87,97 + 0,10).

Atividade de agua é um parametro intrinseco critico no prazo de validade de produtos

alimenticios encapsulados. E essencial para determinar a metodologia de processamento,
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embalagem e condi¢cdes de armazenamento para garantir melhor qualidade e vida Util
prolongada do produto alimenticio (SA et al., 2023). Tan et al. (2015) afirmaram que as
capsulas tem excelente estabilidade quando o teor de atividade de &gua é abaixo de 0,3%. A
atividade de agua encontrada neste trabalho foi de 0,30 + 0,02. Esse resultado indica que a
capsula de propolis encapsulada com CPS e GA por coacervacdo complexa possui alta
estabilidade de armazenamento. Da mesma forma, valores semelhantes foram relatados por
Andrade (2017), que elaborou microparticulas de extrato de prépolis de diversas variedades
(verde, marrom e vermelha) por atomizacdo utilizando goma ardbica e maltodextrina como
encapsulantes (0,24 £ 0,01 a 0,36 = 0,006%). Busch et. al. (2017) encontraram o valor de 0,16 +
0,003 em extrato de prépolis encapsulada com maltodextrina e 0,228 + 0,003 em extrato de
propolis encapsulada com maltodextrina e goma arabica, e Jansen-Alves et al. (2018) relataram
valores entre 0,26 e 0,31 para microparticulas de propolis produzidas com diferentes proteinas.
Valores de atividade de dgua menores que 0,3 sdo interessantes para a inddstria, visto que
ha uma menor quantidade de agua livre disponivel para o desenvolvimento de microrganismos e

ocorréncia de reacGes bioquimicas nos produtos (FENNEMA et al., 2017).

5.3. Avaliacdo do teor dos compostos bioativos dos extratos de propolis e das

microcapsulas de extrato de propolis

O teor de compostos fenolicos totais, expresso em equivalente de acido galico (EAG),
no extrato de propolis concentrado (EPC) correspondeu a 66,6 + 1,6 mg EAG/g de prépolis, e
no extrato etandlico (EEP) foi verificado teor de 11,5 = 0,5 mg EAG/g de prépolis.
Resultados semelhantes foram encontrados por Andrade (2017) para extrato de propolis verde
concentrado (entre 45,90 e 90,55 mg EAG/g de prépolis), Bittencourt et al. (2015) para
extrato concentrado de prépolis marrom brasileira (48,24 + 1,09 mg EAG/g de propolis) e
Redondo (2018) para extrato etanolico de propolis vermelha (9,58 mg EAG/g de propolis). Ja
o0 teor de compostos fendlicos totais para as capsulas de extrato de prépolis produzidas foi de
22,9 £ 0,07 mg EAG/g de cépsulas, valor similar ao reportado por Andrade et al. (2018)
(23,36 mg EAG/g de microparticula de propolis) para amostras de propolis microencapsulada
com goma arabica e com maltodextrina como material da parede.

Segundo Beijoca (2014), o teor de compostos fenolicos totais estd relacionado a
complexidade da propolis em termos de sua composic¢do quimica, a qual € dependente da flora

de a partir da qual o extrato é produzido, assim como da época do ano em que é recolhido.
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Vale destacar que diferentes métodos sdo utilizados para quantificagdo de compostos
fendlicos, o que dificulta de certa forma a comparacao entre resultados da literatura.

Em relacdo ao teor de flavonoides totais, expresso em equivalente de quercetina (EQ),
foram obtidos 57,4 + 1,1 mg EQ/g de prépolis e 9,9 + 0,1 mg EQ/g de prépolis para o EPC e
0 EEP, respectivamente. Hatano et al. (2012), em estudo com propolis de diferentes origens,
obtiveram teor de flavondides totais de 51,9 mg EQ/g de prépolis no extrato concentrado de
prépolis para amostra de prépolis verde brasileira, valor similar ao constatado no presente
estudo. Da mesma forma, valores semelhantes foram apresentados por Andrade (2018) para
extrato de propolis verde (20,57 a 59,44 mg EQ/g de prépolis). Ja o contetdo de flavonoides
totais presentes nas capsulas produzidas foi de 17,9 + 0,18 mg EQ/g de capsulas valor maior
do que o reportado por Andrade (2018) para o conteddo de flavonoides em céapsulas de extrato
de diferentes variedades de propolis (1,34 a 2,88 mg EQ/g-de capsulas).

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece como limites minimos os teores de
5 % (m/m) e 0,5 % (m/m) para os compostos fenolicos e flavonoides, respectivamente, na
propolis bruta e 0,25 % (m/m) e 0,5 % (m/m), no extrato etanolico de propolis. Nota-se que os
extratos de propolis (livre e encapsulado) produzidos no presente estudo atenderam a esses

requisitos preconizados pela legislacdo vigente-

5.4. Atividade antioxidante

A vegetacdo ao redor das colmeias influencia na composicdo da prépolis, que por sua
vez € produzida a partir de resinas coletadas por abelhas da espécie A. mellifera L. Todas as
caracteristicas e qualidade da propolis coletada podem ser alteradas dependendo da
diversidade vegetal da regido, da variabilidade genética das abelhas rainhas, além do género e
espécie das proprias abelhas que a produz, pois elas poderdo conduzir a preferéncias por
diferentes plantas (LIS et al.,, 2020). Estes fatores podem modificar os valores das
capacidades antioxidantes da prépolis, sendo esta propriedade importante para a preservacao
dos alimentos durante o armazenamento e prolongamento do tempo de consumo (BASANTA
et al., 2016).

Diversos estudos apontam a presenca de compostos com atividade antioxidante na
propolis e, consequentemente, no seu extrato, na forma livre e encapsulada, o que €
interessante por possibilitar sua utilizacdo como potencial aditivo na industria de alimentos
(NORI et al., 2011; DA CRUZ ALMEIDA et al., 2017; KULEY et al., 2021; BURGUT,

2021). A atividade antioxidante normalmente estd relacionada & presenca dos compostos
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fendlicos e flavonoides, com estudos apontando para uma correlagdo positiva entre os teores
desses compostos e atividade antioxidante (DA CRUZ ALMEIDA et al., 2017; CAMPOS et
al., 2014; DUMAN & OZPOLAT, 2015).

5.4.1. Atividade sequestrante do radical DPPH

As percentagens de inibi¢do da atividade sequestrante do radical DPPH com relacdo as
amostras de microcéapsulas de prépolis, extrato de prépolis concentrado e extrato de prépolis
etandlico sdo apresentadas na Tabela 8. Observa-se que a porcentagem de inibicdo do DPPH
variou de 14 a 88,40 % entre as diferentes formas de extrato de propolis (livres e encapsulado)
e concentracdes. Como esperado, maior atividade de inibicdo foi observada para a maior
concentracdo de extrato testada em cada amostra. Estatisticamente ndo houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos na mesma concentracao para os extratos livres (EPC e
EEP) e microencapsulado (EPC) (p-valor > 0,05), sendo a atividade antioxidante das capsulas

igual a atividade dos extratos livre.

Tabela 10. Avaliacdo da propriedade antioxidante dos extratos de propolis concentrado (EPC) e
etanolico (EEP), e das microcapsulas de extrato de propolis pelo método DPPH.

Amostras Concentracao (mg/mL) Atividade antioxidante (%)*
EPC 0,6 17,97 + 0,96°
1,5 61,44 + 0,54°
3,0 88,40 + 0,63¢
EEP 0,6 15,99 + 0,54°
1,5 57,89 +1,10°
3,0 79,62 +0,63¢
Microcéapsulas de prépolis 0,6 14,00 + 0,96°
1,5 52,25 + 2,04°
3,0 77,01 +1,01°

"Média + desvio padrdo. Médias provenientes de mesma concentracdo seguidas por letras diferentes
diferem entre si estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Da autora, 2023.

Resultados de atividade sequestrante do radical DPPH semelhantes foram encontrados
por Alencar et al. (2007) para extrato etandlico de propolis vermelha na concentracdo de 0,9
mg/mL (57 + 3,2 %). Andrade (2017) constatou percentagem de inibicdo de 86,06 a 90,72 %
e Lima (2020) verificou um valor de 85,80 % para o extrato concentrado de propolis. Para as

microcapsulas de extrato de prépolis, os resultados obtidos por Nori et al. (2011) (15,97 a
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84,94 %) estdo em conformidade com os valores apresentados no presente estudo (Tabela 9),
Lima (2020) também evidenciou valores de 58,03 a 83,30 % para microcapsulas de extrato de
propolis.

O processo de concentracdo do extrato para eliminacdo completa do solvente e secagem
das capsulas em estufa a baixa temperatura (50 °C) ndo se mostraram prejudiciais para atividade
sequestrante do radical DPPH, uma vez que a atividade antioxidante foi mantida nos extratos e

capsulas produzidas.

5.4.2. Método de reducdo de ferro (FRAP)

O potencial de ferro foi medido através da curva de sulfato ferroso. Os extratos de
propolis concentrado (EPC) e etanolico (EEP) apresentaram maior capacidade antioxidante
(ECP = 59.595,8 + 0,84 umol Fe?*/g de prépolis e EEP = 6.791,3 + 0,3 umol Fe®/g de
prépolis) que as microcapsulas (727,4 + 0,6 pmol Fe?*/g de capsulas) produzidas. No entanto,
ndo é possivel comparar diretamente o resultado obtido para o extrato de propolis livre e 0
encapsulado, pois a quantificacdo da atividade antioxidante no extrato corresponde a atividade
de todos os compostos antioxidantes ali presentes, enquanto nas microcapsulas a
quantificacdo é feita em relagdo aos compostos que foram aprisionados/encapsulados
(PENIM, 2015).

Como esperado, o ECP apresentou maior resultado, ja que houve uma concentracao
dos compostos presentes com a remocdo do etanol. Comportamento semelhante ao obtido
para 0 extrato concentrado foi observado por Alves (2018), uma vez que a concentracdo do
extrato propiciou o aumento significativo da atividade antioxidante.

Andrade (2017) avaliou a atividade antioxidante de amostras de extratos etandlicos de
diversas variedades de propolis brasileira (marrom, verde e vermelha), na forma livre e
encapsulado, e encontrou valores inferiores aos obtidos neste estudo para os extratos (2.532,1
a 3.224,1 umol Fe?*/g de propolis) e superiores para as cépsulas (1.074,9 a 1.948,7 pmol
Fe?*/g de cépsulas). O resultado observado por Quirino (2021) para microparticulas de
propolis vermelha com leveduras também foi superior ao encontrado nesse estudo, tanto para
as particulas recém produzidas (1.776,0 a 2.144,5 ug Fe**/g de microparticulas) quanto ap6s

60 dias de armazenamento a 25 °C (1658,4 a 1874,9 ng Fe**/g de microparticulas).
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5.5. Atividade antimicrobiana

Trés cepas bacterianas comumente relatadas em alimentos foram selecionadas para
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato e das microcapsulas, sendo duas cepas de
bactérias gram-negativas (Salmonella typhimurium e Escherichia coli) e uma cepa gram-
negativa (Staphyloccoccus aureus). Verificou-se no presente estudo que 0s extratos de
prépolis livres (EPC e EEP) e as microcapsulas de extrato de prépolis (0,1; 10,0 e 100
mg/mL) ndo inibiram o crescimento dos microrganismos patogénicos testados (Figura 7),
sendo verificada apenas a inibicdo pelos antibiéticos (clorafenicol e vancomicina) utilizados
como controle.

Oliveira et al. (2010) verificaram resultados semelhantes ao observarem que 0s
extratos de propolis ndo apresentaram atividade microbiana contra Staphyloccocus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Candida albicans. Alves (2018) também relatou
auséncia de acdo antibacteriana dos extratos e capsulas de prépolis avaliados contra E. coli.
Esses resultados indicam que 0s compostos bioativos presentes nas amostras analisadas ndo
tém acdo antimicrobiana (SILVA et al., 2006).
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Figura 7. Avaliagdo da atividade antimicrobiana do extrato de préopolis concentrado (1),
extrato etanolico de propolis (2), microcdpsulas de prépolis nas concentragdes de 100 mg/mL
(3e6), 10 mg/mL (4e7)e0,1 mg/mL (5 e 8) frente as cepas de Salmonella typhimurium (A),
Staphyloccoccus aureus (B) e Escherichia coli (C). Controle positivo (disco sem numeracao):
clorafenicol (A) e vancomicina (B e C).

Fonte: Da autora, 2023.

Diferentemente do observado no presente trabalho, diversos estudos relatados na
literatura reportam a acdo antimicrobiana de extrato de propolis, seja na forma livre ou
encapsulado (BERRETA et al., 2023; KULEY et al., 2021; SAFAEI & ROOSTA AZAD,
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2020; NORI et al., 2011) especialmente contra bactérias gram-positivas, as quais
normalmente sdo mais sensiveis devido a sua estrutura celular, que é constituida de
aproximadamente 90 a 95% de peptideoglicano, que permite que as moléculas penetrem mais
facilmente nas células microbianas. (ALVES, 2018). No entanto, cabe destacar que a
composicao quimica da propolis é bastante complexa e variavel, dependendo da regido de
coleta e origem boténica, dentre outros fatore, o que acaba por influenciar em sua agéo
farmacoldgica e toxicologica.

Confrontando a avaliacdo dos teores de compostos fendlicos e flavonoides totais e 0s
resultados da avaliacdo da atividade antimicrobiana, percebe-se que ndo houve uma relacéo
entre eles. A auséncia de atividade antibacteriana observada neste estudo pode estar associada
ao processo de extracdo da propolis e de secagem das microcapsulas produzidas, que podem
ter levado a ndo extracdo de substancias especificas com ac¢do antimicrobiana (ou mesmo a
extracdo insuficiente, resultando em concentragdes inferiores & necessaria para promover a
atividade antibacteriana) e/ou a degradacdo dos compostos bioativos com essa atividade
biologica, mantendo grande quantidade de substancias sem atividade antimicrobiana, como as
resinas e ceras presente na prépolis bruta (DA CRUZ ALMEIDA et al., 2017).

5.6.  Cinética de liberacdo dos compostos fendlicos encapsulados

A microencapsulacdo pode promover, além do aumento da estabilidade de compostos
sensiveis, sua liberacdo controlada nos locais onde serdo absorvidos ou em seus sitios de agédo
(SOUZA, 2016). Assim, foram realizados testes de liberagdo de compostos fenolicos em
sistemas contendo acido acético 1 %v/v (pH 2,7) a 37 °C e tampéo fosfato 0,2 mol/L (pH 7,1)
a 25 °C. Os perfis de liberacdo dos compostos fendlicos totais nos meios acido e neutro a

partir das microparticulas de extrato de propolis sdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Perfis de liberacdo de compostos fendlicos a partir de microparticulas de extrato

de propolis em &cido acético 1% v/v (pH 2,7) (m) e tampéo fosfato 0,2 mol/L (pH 7,1) (e).
Legenda: m; refere-se & massa de fendlicos totais liberada em fungéo do tempo e m,, a massa de
fendlicos totais presente nas microcapsulas no meio. Desvio-padrdo menor do que 1,1%.

Fonte: Da autora, 2023.

As microparticulas apresentaram perfil semelhante em ambos os meios, com rapida
liberacdo dos compostos fendlicos nos primeiros 60 min do processo, seguido de liberacéo
mais lenta e gradual, tendo atingido os valores de equilibrio dentro do intervalo de tempo do
experimento (Figura 8). Perfil de liberacdo semelhante foi observado por Souza (2016) para
liberacdo de compostos fenolicos de extrato de canela encapsulado pelo método de
coacervagdo complexa.

E provavel que o mecanismo de liberacdo dos compostos fendlicos das particulas
contendo extrato de propolis aconteca por meio da dissolucdo da parede ou degradacdo da
particula. Segundo Comunian & Favaro-Trindade (2016), a adicdo de solventes em particulas
produzidas por coacervacdo complexa pode contribuir para a degradacdo dessas particulas,
devido, por exemplo, ao pH do meio, uma vez que variacbes nesses valores irdo alterar a
solubilidade dos polimeros que compdem as particulas.

As microparticulas promoveram maior retencdo dos compostos fendlicos quando em
meio neutro, uma vez que a liberacdo dos compostos ocorreu em menor grau (38% da massa
total passivel de ser liberada no meio) quando comparada ao meio acido (55% da massa
passivel de ser liberada no meio).

As microparticulas apresentaram maior taxa de liberagdo na primeira 1 hora de ensaio

no meio 4acido, conforme representado pela Fugura 8. Comportamento semelhante ao

69



observado por Redondo (2018), que também verificou maior taxa de liberagdo no meio mais
neutro (tampdo fosfato pH 6,8) em relacdo ao meio &cido (meio gastrico simulado) para
microencapsulado de extrato de prépolis obtido por atomizagdo em matriz de goma ardbica,
amido e maltodextrina.

Como pode ser observado nessa figura, 0 meio acido propiciou a liberagdo méaxima
dos compostos fendlicos, mantendo um percentual de liberacdo semelhante entre os pontos
amostrados a partir de 120 min, enquanto no sistema neutro, a liberagdo maxima foi inferior e
mais lenta, atingindo o patamar de percentual de fendlicos liberados a partir de 240 min. A
razdo pode estar associada a grande concentracdo de ions no meio neutro em relagcdo ao meio
acido visto que a goma arabica possui uma fracdo proteica, cuja solubilidade diminui com o
aumento da forca ibnica (REDONDO, 2018). De acordo com Teijon, Garrido & Blanco
(2004), uma concentracdo maior de sal em uma solucdo proteica, aumenta a interacao
proteina-proteina enquanto reduz a interacdo da proteina com o meio, dificultando assim a
liberacdo dos compostos ativos microencapsulados.

Pensando na possibilidade de aplicacdo das microparticulas de extrato de propolis em
alimentos, tendo em vista a potencial capacidade antioxidade e possibilidade de mascarar o
sabor do extrato de prépolis (ndo avaliada no presente estudo), as matrizes alimentares mais
interessantes podem ser as que apresentam certa neutralidade, uma vez que se verificou no
presente estudo, menor grau de liberacdo dos compostos fendlicos encapsulados nesse meio.
Contrério do que foi observado por Beijoca (2018), que verificou fraca retencdo dos fendlicos
encapsulados por atomizacdo em diferentes matrizes (quitosana, quitosana e acido acetico,
quitosana e tripolifosfato, amido, amido e gelatina) quando em meio neutro (liberacéo de 89 a
100% dos fenolicos totais) indicando a aplicacdo dessas microcapsulas em certos produtos de

origem vegetal (pH &cido), em decorréncia da maior retencdo nessa condicao.

5.7.  Estabilidade das capsulas de extrato de propolis durante o armazenamento

Durante a estocagem, para que as capsulas contendo extrato de propolis exercam a
funcionalidade de seus compostos bioativos, é importante garantir sua estabilidade durante o
armazenamento. Dessa forma, a fim de avaliar a estabilidade das microcapsulas foram
avaliados os teores dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais durante um periodo de

90 dias, a 25 °C e -75 °C, sendo os resultados apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Estabilidade dos compostos bioativos durante a estocagem das microcapsulas por

periodo de 90 dias a -75 °C (m) ¢ 25 °C (®): (A) compostos fendlicos totais e (B) flavonoides
totais.
Fonte: Da autora, 2023.

O teor de fenolicos totais nas microparticulas variou de 22,9 £ 0,1 para 195+ 0,1 e
15,6 £ 0,1 mg EAG/g de cépsulas para amostras armazenadas a -75 °C e 25 °C,
respectivamente, no periodo de 90 dias. As reducées de 15 % e 32 % do teor de fendlicos nas
capsulas mantidas a -75 °C e 25 °C, respectivamente, foram inferiores a reducdo observada
por Sa et al. (2023), que verificou diminuicdo de 21,72 para 1,79 mg EAG/g de cépsulas
(reducdo de 92 %) no periodo de 60 dias, em temperatura de 25 °C. Segundo da Silva et al.
(2013), que analisaram a estabilidade de compostos fenolicos durante 180 dias em
temperatura de 10 e 25 °C, a estabilidade esta relacionada a alta eficiéncia de encapsulamento
e a baixa quantidade de compostos fendlicos na superficie do carreador.

Ja o teor de flavonoides totais diminuiu de 17,9 = 0,2 para 2,6 £ 0,1 e 0,4 £ 0,1 mg

EQ/g de cépsulas durante o armazenamento, reducdo de 85% quando armazenadas a -75 °C e
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de 98% para armazenamento a 25 °C, durante 90 dias. Reducgdo similar a verificada por S& et
al. (2023) de 96 % (8,21 a 0,31 mg EQ/g de matéria seca) durante 60 dias a 25° C.

Para ambos 0s compostos bioativos avaliados durante o teste de estabilidade, pode-se
verificar maior degradacéo nos primeiros 45 dias de armazenamento, em ambas as condigdes
de temperatura (reducdes de A% e B% para fendlicos totais a -75 e 25 °C, e de C% e D% para
flavonoides totais a -75 e 25 °C, respectivamente), sendo que apds esse periodo, a estabilidade
desses compostos é maior (Figura 9). Tal resultado pode estar relacionado a degradacdo
desses compostos presentes na superficie das particulas, os quais ficam mais susceptiveis ao
contato com oxigénio e umidade, o que favorece sua degradacdo (SOUZA, 2016).

Ainda de acordo com a Figura 9, é possivel observar uma queda mais acentuada na
quantidade dos compostos bioativos nas capsulas armazenadas a 25 °C em comparagdo as
capsulas estocadas a -75 °C. Esse resultado ¢ esperado tendo em vista que a temperatura mais
elevada tende a acelerar algumas reacbes e aumentar a degradacdo de compostos
termossensiveis, como os fendlicos. Esse comportamento também foi observado por Nori et
al. (2011) ao avaliarem a estabilidade da prépolis encapsulada por coacervacdo complexa
utilizando proteina isolada de soja e pectina como agentes encapsulantes.

Os resultados obtidos na analise de estabilidade indicam que o processo de
microencapsulacdo adotado foi capaz de conferir certa protecdo aos compostos fenolicos

durante o armazenamento sob temperatura ambiente (25 °C) e a -75 °C.

6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente estudo indicam que é possivel realizar a
microencapsulacdo do extrato de propolis por meio de coacervacdo complexa com secagem
em estufa, utilizando proteina do soro do leite (CPS) e goma arabica (GA) como agentes
encapsulantes, e assim, obter capsulas de extrato de prépolis em pd, livres de alcool e com
potencial de utilizacdo como aditivo em diversos alimentos As capsulas produzidas
apresentaram paredes bem definidas, com formas e tamanhos irregulares. O processo de
coacervacdo em pH 4,0 e com propor¢cdo de CPS:GA de 3:1 apresentou altos valores de
rendimento (74,3 %) e eficiéncia de encapsulacéo (80,3 %).

As microparticulas de extrato de propolis obtidas nessa condigdo apresentaram baixos
valores de umidade (6,7 %), baixa higroscopicidade (3,2 %) e atividade de agua (0,3 %),

caracteristicas desejaveis em microcapsulas; e, também, baixa solubilidade em agua (25,04
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%) e densidade aparente (0,56 g/mL) compativel com outros alimentos em pd. As
microcapsulas formuladas apresentaram valores de IB, h*,,* € ¢*p iguaisa 72,8 £ 1,7; 1,5 £
0,0 e 19,0 + 1,1, respectivamente, tendendo do vermelho (+a* = 1,0 £ 0,2) para o amarelo
(+b* = 19,0 £ 1,0) de forma mais intensa, e apresentaram luminosidade (L*) de 81,12 + 1,62,
ou seja, coloragdo mais clara.

Os extratos livre e encapsulado apresentaram elevado contetdo de fendlicos totais e
flavonoides totais, 0 que pode ter refletido na elevada atividade antioxidante avaliada pelos
métodos DPPH e FRAP, e tornam esses extratos (livre e encapsulado) uma fonte promissora
de polifendis biologicamente ativos. No entanto, ndo foi verificada atividade antimicrobiana
contra Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Staphyloccoccus aureus para 0s extratos
livres e encapsulado.

Em relagdo a liberacdo e estabilidade dos compostos biativos em diferentes meios,
verificou-se que houve maior retencdo dos compostos fendlicos quando em meio neutro, uma
vez que a liberacdo dos compostos ocorreu em menor grau quando comparada ao meio acido.
Quanto a estabilidade, a encapsulacdo resultou em boa conservagdo dos compostos fenolicos
ao longo de 90 dias de armazenamento a -75 °C e 25 °C, verificando-se maior degradacdo nos
primeiros 45 dias de armazenamento em ambas as temperaturas, com posterior queda mais
acentuada na quantidade dos compostos bioativos nas capsulas armazenadas a 25 °C em

comparacdo as capsulas estocadas a -75 °C.
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