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RESUMO GERAL

Hidrogel ¢ uma rede tridimensional formada por polimeros naturais ou sintéticos, ou uma
mistura de ambos, capazes de reter uma grande quantidade de agua, sem que ocorra a sua
desintegracao. A busca pela utilizagdo de polimeros biodegradaveis e nao toxicos direciona as
pesquisas para o desenvolvimento de hidrogéis que causem minimo impacto ao meio ambiente,
podendo ser utilizado como matriz polimérica para incorporacdo de fontes de substancias
bioativas, promovendo a protecao dessas, durante o processo de digestdo gastrointestinal. Neste
contexto, tem-se a propolis, que apresenta uma composi¢do quimica complexa e dependente
das fontes botanicas disponiveis na regido geografica de coleta das abelhas (Apis mellifera),
rica principalmente em polifenois, que apresentam agao antioxidante no organismo. O objetivo
desse trabalho foi desenvolver hidrogéis bioativos a base de amido de sorgo, quitosana e
diferentes proporcdes de acido citrico (0 a 10%), por método de gelatinizagdo por aquecimento,
reticulados fisicamente por 5 ciclos de congelamento-descongelamento. A formulagdo que
apresentou os melhores parametros, foi selecionada para ser incorporada dos extratos de
propolis verde, marrom e preta, para posterior analise de bioacessibilidade das substancias
bioativas presentes nesses extratos. As formulagdes de hidrogel antes e apds a incorporacao dos
extratos de propolis, foram caracterizadas quanto aos aspectos visuais, comportamento em
presenca de agua, pH, perfil de textura, caracteristicas quimicas e morfologicas. Os extratos de
propolis verde, marrom e preta, foram analisados quanto a sua capacidade antioxidante por trés
métodos distintos: ABTS, FRAP e DPPH e seus perfis quimicos foram determinados por
espectrometria de massas por paper spray. Foi estudado também o perfil de fendlicos, dos
extratos brutos de propolis, bem como suas fragdes bioacessiveis, com € sem a incorporagao no
hidrogel por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia. A caracterizacdo dos hidrogéis
demonstrou a formacdo de géis firmes, coesos, com boa integridade e elevada resisténcia. Os
trés tipos de propolis demonstraram capacidade antioxidante significativa, sendo a verde a que
exibiu a maior capacidade antioxidante para os trés métodos utilizados. Pela técnica de
espectrometria de massas por paper spray, foi possivel sugerir a presenca de um total de 116
substancias nos trés tipos de propolis. A avaliagdo do perfil de compostos fenodlicos por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia dos extratos de propolis verde, preta e marrom,
demonstrou a diversidade dos polifendis presentes nos trés tipos de propolis. A identificagao
do 4cido clorogénico, 4cido cafeico e 4cido fertlico nas fragcdes bioacessiveis dos extratos de
propolis incorporados ao hidrogel, comprovou a agdo protetora promovida pelo hidrogel,
durante o processo de digestao in vitro, demonstrando ser uma matriz polimérica eficiente, para
incorporagdo e protecao de substancias bioativas.

Palavras-chave: gel polimérico; Sorghum bicolor (L.) Moench; substancia apicula; polifendis;
bioacessibilidade.



ABSTRACT

Hydrogel is a three-dimensional network formed by natural or synthetic polymers, or a mixture
of both, capable of retaining a large amount of water, without its disintegration. The search for
the use of biodegradable and non-toxic polymers directs research towards the development of
hydrogels that cause minimal impact on the environment, which can be used as a polymeric
matrix for the incorporation of sources of bioactive substances, promoting their protection
during the gastrointestinal digestion process. In this context, there is propolis, which has a
complex chemical composition and depends on the botanical sources available in the
geographic region where bees are collected (4pis mellifera), rich mainly in polyphenols, which
have antioxidant action in the body. The objective of this work was to develop bioactive
hydrogels based on sorghum starch, chitosan and different proportions of citric acid (0 to 10%),
by heating gelatinization method, physically cross-linked by 5 freeze-thaw cycles. The
formulation that presented the best parameters was selected to be incorporated from green,
brown and black propolis extracts, for later analysis of the bioaccessibility of the bioactive
substances present in these extracts. The hydrogel formulations before and after the
incorporation of propolis extracts were characterized regarding visual aspects, behavior in the
presence of water, pH, texture profile, chemical and morphological characteristics. The green,
brown and black propolis extracts were analyzed for their antioxidant capacity by three different
methods: ABTS, FRAP and DPPH and their chemical profiles were determined by paper spray
mass spectrometry. The phenolic profile of the crude propolis extracts, as well as their
bioaccessible fractions, with and without incorporation into the hydrogel, was also studied by
Ultra Performance Liquid Chromatography. The characterization of the hydrogels
demonstrated the formation of firm, cohesive gels, with good integrity and high strength. The
three types of propolis demonstrated significant antioxidant capacity, with the green one
exhibiting the highest antioxidant capacity for the three methods used. By the technique of mass
spectrometry by paper spray, it was possible to suggest the presence of a total of 116 substances
in the three types of propolis. The evaluation of the phenolic compounds profile by Ultra
Performance Liquid Chromatography of the green, black and brown propolis extracts proved
the diversity of polyphenols present in the three types of propolis. The identification of
chlorogenic acid, caffeic acid and ferulic acid in the bioaccessible fractions of the propolis
extracts incorporated into the hydrogel proved the protective action promoted by the hydrogel
during the in vitro digestion process, demonstrating to be an efficient polymeric matrix for the
incorporation and protection of bioactive substances.

Keywords: polymeric gel; Sorghum bicolor (L.) Moench; bee substance; polyphenols;
bioaccessibility.
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1. APRESENTACAO

O presente trabalho foi estruturado em quatro capitulos, sendo precedidos de uma revisao
bibliografica abrangente sobre hidrogel, amido e suas propriedades, fontes ndo convencionais
de amido, dando destaque ao sorgo e em seguida, foram apresentadas as principais aplicacdes
de hidrogéis de amido na industria alimenticia, como matrizes poliméricas importantes para a
incorporagdo de misturas fontes de substancias bioativas.

Apos explorados todos esses topicos, foram trazidas informagdes sobre a propolis, uma
resina produzida pelas abelhas, a partir de exsudatos de diferentes fontes botanicas, bem como
sua composi¢do quimica, com énfase em polifendis. Em sequéncia, foram apresentados os
principais métodos espectrométricos utilizados para andlise da capacidade antioxidante de
substancias ou misturas, bem como métodos para a analise do perfil de fenolicos. Por ultimo,
foi apresentada a importancia da analise de bioacessibilidade dos polifenois.

O primeiro capitulo compreendeu uma revisdo integrativa, relacionada as principais
aplicagdes de hidrogéis a base de amido na industria alimenticia. O segundo capitulo trata do
desenvolvimento e caracterizacdo de hidrogel reticulado fisicamente, a base de amido de sorgo,
quitosana e diferentes proporg¢des de acido citrico. O terceiro capitulo apresenta o perfil quimico
e capacidade antioxidante dos extratos de propolis verde, marrom e preta. Por fim, no quarto e
ultimo capitulo do presente trabalho, a formulacdo de hidrogel que obteve os melhores
parametros, conforme capitulo I, foi selecionada para ser incorporada dos extratos de propolis
verde, marrom e preta, gerando o produto pretendido neste estudo. Os extratos de propolis
brutos e incorporados ao hidrogel, foram avaliados quanto ao perfil de compostos fendlicos e

bioacessibilidade.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar hidrogéis a base de amido de sorgo, com incorporagdo de extratos

de propolis verde, marrom e preta e analisar a bioacessibilidade dos polifendis.
2.2 Objetivos especificos

1. Elaborar diferentes formula¢des de hidrogéis a base de amido de sorgo, quitosana e com

diferentes concentragdes de acido citrico.

2. Awvaliar os hidrogéis desenvolvidos quanto a sinérese, capacidade de reten¢do de agua,
atividade de dgua, potencial hidrogenionico, morfologia, propriedades quimicas e perfil de

textura.

3. Avaliar o perfil quimico e a capacidade antioxidante dos extratos aquosos de propolis preta,

marrom e verde.

4. Avaliar as caracteristicas de atividade de agua, sinérese, capacidade de retencao de agua,
potencial hidrogenidnico (pH), perfil de textura e morfologia do hidrogel incorporado com

os extratos de propolis.

5. Analisar o perfil de compostos fenolicos dos extratos aquosos de propolis verde, marrom
e preta, incorporados ao hidrogel de amido de sorgo, antes e apds o processo de digestao

gastrointestinal in vitro.

6. Avaliar a bioacessibilidade dos polifenois nas fracdes bioacessiveis dos extratos brutos de
propolis verde, marrom e preta e incorporados ao hidrogel de amido de sorgo, apos digestao

gastrointestinal in vitro
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Hidrogel

G¢éis sao materiais semissolidos que apresentam propriedades tanto de solidos quanto de
liquidos, em que um liquido ¢ distribuido em uma estrutura sélida tridimensional,
frequentemente feita de polimeros ou moléculas auto-organizéveis pequenas. Essa estrutura
tridimensional reticulada retém o liquido, dando ao gel uma consisténcia que pode variar de
macia ¢ maleavel a rigida. S3o constituidos, normalmente, por redes poliméricas
tridimensionais de macromoléculas fibrosas ou globulares, que s3o aptas a encapsular
proporgdes consideraveis de meios de dispersdo, como agua (hidrogéis), gas (aerogéis) ou 6leo
(oleogéis) (Banerjee; Bhattacharya, 2012; Cao; Mezzenga, 2020).

Os hidrogéis sdo compostos por macromoléculas reticuladas quimica ou fisicamente,
formando uma rede tridimensional altamente hidrofilica, capaz de reter uma grande quantidade
de 4gua sem que ocorra a desintegragdo das moléculas. Podem ser formados por polimeros
naturais, semi-sintéticos ou sintéticos, que sdo capazes de ser projetados em qualquer tamanho
ou forma, através do processo de reticulacdo com a formacao de liga¢des de hidrogénio (quando
reticulado fisicamente) ou ligagdes covalentes (quando intercruzado quimicamente) entre as
cadeias do polimero (Mirzaei ef al., 2021; Shi et al., 2016).

A reticulagdo ¢ utilizada com o objetivo de melhorar as propriedades funcionais e a
estabilidade da pasta de amido. Para reticulacdo quimica, reagentes multifuncionais sdao
geralmente usados para formar pontes intermoleculares com grupos hidroxila do amido. A rede
ligada covalentemente faz com que o amido reticulado inche menos e se torne mais resistente
ao cisalhamento, alta temperatura e baixo pH em compara¢ao com seu amido original (Chung;
Woo; Lim, 2004).

Ja4 o processo de reticulagdo fisica, ¢ formado por meio de interagdes ndo covalentes
(interacdes intermoleculares), que sdo estabilizadas através de ligagdes de hidrogénio, forgas
eletrostaticas, forcas de van der Waals, interagdes hidrofobicas e enovelamento das cadeias
como que podem resultar em hidrogéis fisicos fortes ou fracos, dependendo da forga das
ligacdes fisicas entre as cadeias do polimero (Li; Jia; Yin, 2021).

Na Figura 1, é possivel observar essas referidas diferencas, entre os processos de

reticulacdo quimica (a) e fisica (b), bem como as ligagdes formadas.
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Figura 1 - Representacao esquematica das ligagdes quimicas e fisicas em hidrogéis (a) e
formagao da rede de hidrogel por ligacdo de hidrogénio no amido (b)
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LigagSes Fisicas / \ LigagSes Quimicas

Fonte: Adaptado de Borges, (2022)

A Figura 2 compara a formag¢do de uma rede tridimensional resultante da reticulagdo
fisica e quimica. Observa-se que a formacdo da rede polimérica pelo método quimico
proporciona uma estrutura mais organizada em comparagao ao método fisico. Essa organizacao

pode resultar em hidrogéis mais resistentes ao esfor¢o mecanico e ao intumescimento.

Figura 2 - Estrutura da rede polimérica formada por processo de reticulagdo fisica e quimica
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Fonte: Hoffman, (2012)

Os reagentes mais utilizados para promover a reticulagdo quimica em hidrogéis sdo o
cloreto de calcio, utilizado em hidrogéis a base de polimeros sintéticos, ortofosfato
monossodico (SOP), trimetafosfato de sodio (STMP), tripolifosfato de sodio (STPP) e
oxicloreto de fosforo (CFR, 2001), comumente utilizados em hidrogéis a base de polimeros
naturais ou mistos e o dcido citrico, utilizado em hidrogéis a base de amido e outros polimeros

com grupos hidroxila (Hu; Su; Messersmith, 2009).
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A escolha do agente reticulante depende das propriedades desejadas do hidrogel final, da
natureza dos grupos funcionais no polimero de base e das condi¢des de reticulacdo (como
temperatura, pH e tempo de reacdo) (Hennink; Van Nostrum, 2002).

A reticulagdo altera ndo apenas as propriedades fisicas, mas também as caracteristicas de
transicao térmica do amido, e o efeito da reticulagdo depende da fonte botanica do amido e do
agente de reticulagdo. A diminui¢do da taxa de retrogradagdo e o aumento da temperatura de
gelatinizagdo tém sido observados com amidos reticulados, e esses fendmenos estdo
relacionados a mobilidade reduzida de cadeias amorfas no granulo de amido como resultado
das pontes intermoleculares (Chung; Woo; Lim, 2004).

Os métodos de tratamento fisico sdo vantajosos por terem uma reprodugdo simples, alta
eficiéncia e baixo custo. Um método simples, barato e que apresenta eficcia na reticulagdo de
hidroggis, ¢ o processo de ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento (Cui ef al.,
2022).

O processo de reticulag@o de hidrogéis pelo método de congelamento e descongelamento
envolve uma série de etapas que permitem a formagdao de uma rede tridimensional sem a
necessidade de agentes quimicos reticulantes. Este método ¢ especialmente vantajoso por ser
relativamente simples, seguro e ndo requerer a adi¢do de substincias potencialmente toxicas
(Hoffman, 2012).

Inicialmente, uma solu¢do aquosa de polimeros, como amido ou outros biopolimeros, ¢
preparada. A concentracdo e a composi¢do da solu¢do dependem das propriedades desejadas
do hidrogel final. A solugdo polimérica ¢ submetida a temperaturas de congelamento,
geralmente abaixo de -20°C. Durante o congelamento, a 4gua na soluc¢ao se cristaliza, formando
cristais de gelo. Este processo exclui os polimeros das regides de formagdo de cristais,
concentrando-os em areas intercristalinas (Cui ef al., 2022; Hoffman, 2012).

Apds o congelamento completo, a solucdo ¢ gradualmente aquecida de volta a
temperatura ambiente. Durante o descongelamento, os cristais de gelo se derretem, liberando a
agua que estava cristalizada. A agua liberada ¢ reabsorvida pelo polimero, que mantém a
estrutura tridimensional formada durante o congelamento. O ciclo de congelamento e
descongelamento pode ser repetido vérias vezes para aumentar a densidade e a uniformidade
da rede polimérica. Com cada ciclo adicional, a estrutura do hidrogel se torna mais organizada
e resistente (Cui ef al., 2022; Pita-Lopez et al., 2021).

Este método de reticulagdo ¢ amplamente utilizado na fabricagdo de hidrogéis para

aplicagdes biomédicas, como na liberacao controlada de medicamentos, bem como em produtos
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alimentares e cosméticos, onde a seguranc¢a e a biocompatibilidade sdo cruciais (Ahmad et al.,
2019; Vieira et al., 2023).

Os hidrogéis podem ser divididos com base em sua origem: natural, sintético, que sao
divididos em hidrogéis hibridos e semi-naturais. Os hidrogéis naturais sao desenvolvidos a
partir de proteinas e polissacarideos, principalmente, como dextrano, alginato, quitosana e
amido, e também por polimeros sintéticos. Podem também ser classificados de acordo com os
mecanismos de reticulagdo, dentre eles o processo fisico ou quimico (Tabela 1) (Ganie et al.,

2021; Li; Jia; Yin, 2021).

Tabela 1 - Classificagdo dos hidrogéis
Base de classificacao Tipos de hidrogel

Hidroggéis naturais
Fonte de polimero Hidrogéis sintéticos

Sistemas de hidrogéis hibridos

Reticulacao fisica:

Interacdes nao covalentes
Mecanismos de reticulacao ) . )
Reticulacdo quimica:

Liga¢des covalentes

Fonte: adaptado de Li; Jia; Yin, (2021)

Os hidrogéis compostos por polimeros naturais, apresentam vantagens em relacao aqueles
constituidos por polimeros sintéticos, por serem biodegraddveis e biocompativeis, além de
serem obtidos a partir de fontes renovaveis, servindo como uma estratégia alternativa para
promover sistemas sustentaveis (dos Santos et al., 2023).

Além disso, a elaborag@o de hidrogéis a partir de polissacarideos (HBPs) constituem mais
de 90% da 4gua na forma livre, ligada e semiligada quando analisados no estado inchado,
possibilitando aplicagcdes em campos variados, como farmacéutico, agricola, cosmético,
juntamente com a industria de alimentos. Os HBPs tém atraido grande interesse em pesquisas
nas ultimas décadas que levaram a sintese e design de varios tipos de hidrogéis de
polissacarideos (Ahmad et al., 2019; Batista et al., 2019; Nangia; Warkar; Katyal, 2018).

Na industria alimenticia, podem ser utilizados para encapsular substancias bioativas,
promovendo sua liberagdo controlada, em sistema de entrega de probidticos, em filmes
bioativos, utilizados como tinta para impressao 3D de alimentos, dentre outros (Manzoor ef al.,

2022; Vieira et al., 2023).
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Dentre os polissacarideos, destaca-se o amido como uma importante base para a
elaboracdo de hidrogéis. Representa um recurso biorrenovavel, ecologicamente sustentavel,
capaz de absorver grandes quantidades de dgua ou solugdo aquosa sem se dissolver, devido a
presenca de grupo OH em sua configuragao estrutural, obtendo vantagem em relacao as demais
matérias-primas utilizadas na fabrica¢ao de hidrogéis (dos Santos et al., 2023; Manzoor et al.,

2022).
3.2 Amido

O amido ¢ um polissacarideo natural que consiste em unidades de glicose unidas por
ligacdo glicosidica, sendo composto de amilose (macromolécula essencialmente linear) Figura
3(a) e amilopectina (macromolécula ramificada) Figura 3(b). E um dos biopolimeros mais
amplamente utilizados por ser abundante, barato, renovavel e totalmente biodegradavel. Sua
funcionalidade depende de sua fonte botanica, condi¢des de crescimento e fatores ambientais

(Yan et al., 2024).

Figura 3 - Estrutura do amido: estrutura linear da amilose e respectiva conformagao coloidal
(a) e estrutura da amilopectina e suas ramificagdes (b)

(a)

(b)

Fonte: Horn, (2012)

A amilopectina € o principal polimero no amido, por estar presente em maior propor¢ao
(70 a 80%) e possui cadeias de glicose ligadas a a-1,4 (grau de polimerizagdo (DP) < 100)
unidas por pontos de ramificagdo ligados a a-1,6 (Figura 3). A matriz granular semicristalina ¢

formada por amilopectina, onde as cadeias adjacentes formam duplas hélices que se compactam
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em lamelas cristalinas, enquanto os pontos de ramificacdo dao origem a lamelas amorfas. A
amilose constitui < 35% da maioria dos amidos naturais. E composta por longas cadeias lineares
ligadas a a-1,4 (tipicamente DP 100-10 000) com raros pontos de ramificacao ligados a a-1,6 €
acredita-se que resida em regides amorfas do granulo (Figura 3). A propor¢ao de
amilose/amilopectina influencia muito a cristalinidade, o processo de gelatinizagdo e a ordem
molecular (Pycia et al., 2015; Yan et al., 2024).

Constitui a principal fonte de carboidratos na alimentacao humana, podendo fornecer 70
a 80% das calorias totais da dieta. Armazenado sob a forma de granulos nos 6rgaos de reserva
das plantas superiores, como nos graos, principalmente de cereais, o amido pode ser extraido
desses graos e utilizado para diversas finalidades (Leonel; Cereda, 2002).

Considerado um ingrediente crucial na inddstria alimenticia, o amido ¢ amplamente
utilizado em uma variedade de produtos como matéria-prima, aditivo alimentar e substituto de
gordura. Além disso, serve como agente gelificante, espessante, emulsificante e encapsulante.
A escolha dos amidos para diferentes aplicagdes tecnoldgicas baseia-se em suas propriedades
especificas. A capacidade de gelatinizagdo (formacdo de pasta e gel) e as propriedades
reoldgicas (como colagem, viscosidade da pasta e caracteristicas reologicas do gel) sdo
determinantes para suas diversas utilizagdes funcionais (Yan et al., 2024).

O amido ¢ comumente extraido de fontes convencionais, como trigo, milho, arroz, batata
e mandioca para aplicagdo comercial. Além disso, recentemente, o aumento da demanda por
amido na industria tem sido associado a busca por fontes subutilizadas de amido, que ndo
competem como fonte de alimento para populacdes humanas. Muitas fontes ndo convencionais
de amido de diferentes plantas/variedades, como semente de jaca, pinhdo, inhame, tapioca,
feijao, mandioquinha salsa, sorgo, dentre outros, foram isoladas e estudadas quanto as
propriedades morfologicas e fisico-quimicas para aplicagdes futuras (dos Santos et al., 2023;
Ishaq et al., 2024; Kishore et al., 2024; Vieira et al., 2023).

Quando o amido ¢ aquecido em agua, ele gelatiniza, e apds o resfriamento, ocorre a
retrogradacdo. Essas caracteristicas sdo cruciais para a aplicagdo do amido em produtos
alimenticios, pois influenciam a textura, a viscosidade e a estabilidade dos produtos finais (Fu;
Jiang; Yao, 2022). As mudanc¢as que o amido sofre durante a gelatinizagdo e a retrogradagao
sdo os principais determinantes de suas propriedades funcionais para o processamento de
alimentos, durante a digestdo e em aplicagdes industriais (Wang et al., 2015).

A estrutura dos granulos de amido é composta por regides amorfas e regides cristalinas
(Figura 4). A zona amorfa ¢ composta de amilose insolivel em dgua e pontos de ramificacio

de amilopectina. A regido cristalina ¢ formada por cadeias ramificadas de amilopectina, que ¢
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composta pela agregacdo e enrolamento de cadeias com comprimento linear superior a 10

unidades de glicose (Han; Shi; Sun, 2020).

Figura 4 - Arquitetura molecular dos granulos de amido: amilopectina e amilose
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Fonte: adaptado de Seung; Smith, (2019)

A amilopectina desempenha um papel vital na estabilizagdo da estrutura dos granulos de
amido (Guo ef al., 2019; Lin et al., 2016). O empilhamento de dupla hélice da amilopectina
pode produzir diferentes estruturas cristalinas ou polimorfos. De acordo com diferentes
espectros de difragdo de raios X (DRX), o amido ¢ geralmente dividido em trés polimorfos
principais: tipo A, tipo B e tipo C. Entre eles, o amido tipo A existe principalmente em graos,
o amido tipo B reside em tubérculos e o amido tipo C existe em leguminosas e rizomas (Guo et
al.,2017).

Tipicamente, cristais de amido de cereais (por exemplo, milho, trigo, cevada, sorgo etc.)
sdo estruturas cristalinas do tipo A; amido de batata e amido de milho com alto teor de amilose
sdo estruturas cristalinas do tipo B; e o amido de tapioca contém cristais do tipo A ou do tipo
C. Além disso, o poder de inchaco dos granulos de amido esta fortemente relacionado a
proporc¢ao de amilose para amilopectina, estrutura da amilopectina e cristalinidade do amido,

(Waterschoot et al., 2015; Yan et al., 2024).
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A maior susceptibilidade dos amidos com cristalinidade tipo A a hidrolise ocorre devido
a presenca de poros superficiais que poderiam ser alargados pela acdo das enzimas, facilitando
0 acesso no interior do granulo (Shrestha et al., 2012).

Quando submetidos ao aquecimento, os granulos de amido podem sofrer uma transi¢ao
irreversivel quando aquecidos na presenca de agua, conhecida como gelatinizagdo. Esse
processo envolve a difusdo de dgua através dos granulos, absor¢do de agua por regides amorfas,
inchago dos granulos de amido, perda de birrefringéncia, reducao de regides cristalinas, ruptura
dos granulos de amido, lixiviagdo de amilose, solubiliza¢ao do amido e aumento da viscosidade
(Wang et al., 2015; Yan et al., 2024).

No primeiro momento do processo de gelatinizagdo, o amido absorve agua suficiente com
subsequente inchamento do granulo. Em seguida, ocorre o resfriamento, processo chamado de
retrogradacdo, pelo qual a amilose e a amilopectina que sdo lixiviadas dos granulos de amido
durante a gelatinizacdo se reorganizam em uma estrutura microcristalina mais ordenada devido
a reticulacao de ligagdes de hidrogénio. A retrogradagdo do amido ¢ dividida em dois estagios:
retrogradacdo de curto e longo prazo. A retrogradagdo de curto prazo envolve principalmente a
formacao de estruturas de dupla hélice de amilose seguidas por sua interacdo entre si, enquanto
aretrogradacdo de longo prazo envolve principalmente a formacao de estruturas de dupla hélice
entre ramos curtos de amilopectina seguidas por sua interacao entre si (Manzoor ef al., 2022;
Yan et al., 2024).

Os granulos de amido sdo insoluveis em agua fria, mas sob condi¢des excessivas de agua
e aquecimento, absorvem agua e incham (Figura 5). Ao mesmo tempo, juntamente com a
exsudacdo das moléculas de amilose, os granulos de amido perdem sua ordem de cristalizagao

(Cui et al., 2022).

Figura 5 - Diagrama esquematico de inchaco dos granulos de amido
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Fonte: Zhang et al., (2012)
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Os géis de amido sdo predominantemente formados em meio aquoso através da
gelificagdo térmica, que envolve os processos de gelatinizagdo e retrogradacdo. Essas
alteragdes, fazem parte do processo de formacao do gel de amido (Figura 6), considerado um
composto, no qual os granulos gelatinizados, contendo principalmente amilopectina, estao
embebidos por uma matriz de amilose, que se encontra dispersa na solugdo, e granulos
intumescidos de amido, parcialmente desintegrados (Cui et al., 2022; Vamadevan; Bertoft,

2015).

Figura 6 - Representacao da alteragdo do granulo de amido em suspensao submetido a
processo térmico
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Fonte: Sanabria, (2010)

Essas propriedades do amido apresentam grande variabilidade, sendo a origem botanica
um fator crucial nas caracteristicas funcionais do amido (Yang ef al., 2023). Amidos de fontes
convencionais, como milho, arroz, trigo, mandioca e batata, sdo amplamente utilizados na
industria alimenticia. No entanto, fontes ndo convencionais de amido tém sido cada vez mais
estudadas, oferecendo alternativas aos amidos convencionais e contribuindo para a

biodiversidade e a sustentabilidade ambiental (dos Santos et al., 2023).
3.2.1 Fontes ndo convencionais de amido

A mudanca climatica ¢ uma preocupagao global que tem o potencial de impactar
negativamente a produtividade das colheitas. (Kumari; Kaur; Thiruvalluvan, 2024). Devido a
isso, a pressdo sobre a industria de amido para atender a crescente demanda por esta matéria
prima estd aumentando, devido a sua versatilidade e inimeras aplicagdes.

A previsdo para a producdo de amido no mundo, atingird 156,5 milhdes de toneladas

antes de 2025. A ampla aplicacdo do amido, especialmente na aplicacdo de processamento de
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alimentos, alimentou a demanda por novas fontes. As fontes convencionais de amido estao
sendo superexploradas, ¢ necessario investigar novas fontes botanicas de amido. Portanto, a
pesquisa e a caracterizagdo de amido mais novo e/ou alternativo podem reduzir a carga sobre
fontes limitadas de amido (Dereje, 2021).

Neste cenario desafiador, estudar e propor fontes ndo convencionais de amido, como
sorgo por exemplo, torna-se relevante para auxiliar na solugdo deste problema mundial, visto
que o amido constitui a principal fonte de carboidratos na alimentagdo humana, podendo
fornecer 70 a 80% das calorias totais da dieta (Kumari; Kaur; Thiruvalluvan, 2024).

O amido contribui muito para as propriedades texturais de muitos alimentos e tem muitas
aplicagdes industriais como espessante, estabilizador coloidal, agente gelificante, agente de
volume, agente de retencdo de 4gua e adesivo. O interesse em novos produtos de valor agregado
para a industria resultou em muitos estudos sendo realizados sobre as propriedades
morfoldgicas, reoldgicas, térmicas e texturais (Singh et al., 2003).

A proporg¢do de amilose e amilopectina presentes no amido € crucial para determinar a
funcionalidade do amido, como agente espessante ou estabilizante, substituto de gordura, filme

ou revestimento comestivel, precursor de enzima ou nanoparticulas (Kaur et al., 2023).
Sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor [L.] Moench) € uma planta herbacea monocotiledonea e, assim
como o milho, pertence a familia das gramineas. A versatilidade do sorgo € notdria, variando
do consumo do grdo in natura ou farindceo, a uso como matéria prima para amido, cera,
bebidas, ragdo, 6leos e producao bioenergéticas como de biocombustivel (Ameen ef al., 2024).

E uma cultura amplamente cultivada em todo o mundo para a produgio de alimentos e
racdo animal. Quantitativamente, € o quinto cereal de maior plantio depois do trigo, milho, arroz
e cevada (Ishaq et al., 2024). O seu cultivo tem grande importancia principalmente nos
continentes asiatico e africano, onde ¢ empregado diretamente na alimentacdo humana. Ja nos
paises ocidentais (Estados Unidos, Australia e Brasil) o mesmo ¢ utilizado essencialmente para
a alimentacao animal (Correia ef al., 2022; EMBRAPA, 2015).

No Brasil, o seu cultivo ocupa a sétima posi¢ao. A forte expansdo do sorgo no Brasil,
tanto em area quanto em produgdo nas ultimas quatro décadas, leva a cenarios cada vez mais
favoraveis para um (ainda) maior desenvolvimento da cultura nos proximos anos. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2023, o incremento da area cultivada

de sorgo foi superior ao que ocorreu para o milho e a soja, principalmente em fun¢do do menor
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custo de producdo quando comparado com o milho. A estimativa da produg¢do do sorgo no
Brasil, para 2024, ¢ de 3,8 milhdes de toneladas (IBGE, 2023).

No contexto das mudangas climaticas e do crescimento populacional, a seguranca
alimentar ¢ um assunto de preocupacdao mundial. Por ser cultivado em areas e situagdes
ambientais muito secas e quentes, 0 sorgo obtém vantagem em relagdo ao cultivo de outros
cereais, que nessas condi¢gdes climdticas, a produtividade torna-se antiecondmica (Khoddami
et al., 2023). Além disso, possui um ciclo vegetativo curto (variando de 90 a 130 dias), ideal
para a producao fora de época associada a outras culturas, como cana de agtcar, milho ou soja
(Silva et al., 2019).

A composi¢ao quimica dos graos de sorgo varia de acordo com o genoétipo, sendo em
todos eles, o amido o principal macronutriente (entre 70 e 80%), o qual pode ser usado em
varias aplicagdes industriais, principalmente como ingrediente alimenticio. Além disso, O sorgo
¢ isento de gluten e, portanto, pode ser consumido por pessoas com doenga celiaca (Ishaq et al.,
2024).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas do amido de sorgo pode transformé-lo
em uma fonte alternativa de amido comercial e diminuir a pressao sobre os amidos alimentares
convencionais. Devido ao fato de que os amidos nativos trazem caracteristicas indesejaveis a
alguns alimentos, modificacOes sdo muitas vezes necessarias com o objetivo de melhorar a
qualidade do produto final (Ishaq et al., 2024; Zhu, 2014).

Devido a este cenario, o sorgo tem excelente potencial como fonte alternativa de amido,
classificado como um amido de tamanho médio, Tipo A, caracterizado por um teor médio de
amilose de 25,5% e uma cristalinidade relativa médias de 26%. Esta classificagdo destaca a
uniformidade estrutural e composicional dentro das variedades de amido de sorgo, ressaltando

seu potencial para a elaboracdo de hidrogéis (Silva et al., 2019).
3.3 Aplicacoes alimenticias de hidrogéis de amido

Nas ultimas décadas, a fabricagdo de hidrogéis a base de amido, bem como sua aplicacao
na industria alimenticia, ganhou atengao especial. Esse aumento se deve a biodegradabilidade
desse material, que promove um desenvolvimento sustentdvel, resultando em impactos
ecoldgicos minimos (Zhao et al., 2024).

Como principais aplicacOes desses materiais, tém-se a utilizacdo como agentes
gelificantes e espessantes em diversos produtos alimenticios, como sobremesas, molhos,
iogurtes e recheios, como substitutos de gordura em alimentos, ajudando a reduzir o teor

caldrico sem comprometer a textura e o sabor, como emulsificantes e estabilizantes em produtos
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como maioneses, molhos para salada e bebidas, ajudando a manter a estabilidade da emulsao e
a prevenir a separacao de fases (4gua e 6leo) e também sdo empregados na producao de filmes
e revestimentos comestiveis que podem ser aplicados a frutas, vegetais e outros produtos para
prolongar a vida util, reduzir a perda de umidade e proteger contra microrganismos (Lin ef al.,
2021; Vieira et al., 2023).

Dentre essas aplicagdes, destaca-se a utilizacdo de hidrogéis a base de amidos
convencionais € nao convencionais, para incorporacao de substancias bioativas e avaliagao de

sua bioacessibilidade, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Principais aplicagdes de hidrogéis de amido para incorporacdo de substancias

bioativas
Fonte de amido Fonte de substiancia bioativa Aplicacio
Encapsulacdo do  beta-
Beta-caroteno caroteno, para promover
entrega controlada
Batata Incorporagdo de extrato de

cogumelo em um hidrogel de
amido de batata (hidrogel
funcional)

Sistemas de liberacdo para
melhorar a  estabilidade

Extrato de cogumelo

Licopeno quimica do licopeno e sua
liberacao controlada no trato
Arroz . .
gastrointestinal
Beta-caroteno Producao de Nutracéutico
Protecdo e fornecimentos de
substancias com capacidade
Erva-mate ..
. antioxidante de erva-mate em
Milho . ,
produtos alimenticios
Retencdo e liberagdo de
Corante amarelo (INS-110) i6ao e Terag
substancias bioativas
. . Protecdo de substancias
Tapioca Curcumina

bioativas
Fonte: Adaptado de Vieira et al., (2023)

A versatilidade dos hidrogéis de amido, aliada a sua biodegradabilidade e ao potencial
para promover a sustentabilidade, faz deles uma opgao atraente para a industria de alimentos

em busca de solu¢des inovadoras e ecoldgicas.
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3.4 Propolis

Propolis € o termo genérico utilizado para definir uma substancia resinosa, produzida
pelas abelhas (Bittencourt ef al., 2015). Trata-se de uma resina bioldgica complexa, produzida
por abelhas (4Apis mellifera) por meio da coleta de substancias resinosas, exsudatos e brotos de
diversas fontes botanicas. Essa resina € posteriormente misturada com cera e secregdes salivares
das abelhas, resultando em um produto que ¢ utilizado na colmeia para fungdes estruturais,
como vedagdo de fissuras, e para sua defesa, devido as suas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes (Seibert ef al., 2019).

Este processo de producdo de propolis pelas abelhas, esta ilustrado na Figura 7.

Fonte: Autora (2024)

Esta resina produzida, apresenta coloragdo variada, que vai do amarelo esverdeado ao
marrom escuro ¢ essa variacao depende da fonte botanica de coleta das abelhas, do localizagao
geografica das colmeias e da sazonalidade de captagdo dessa resina. Devido a esses fatores, a
composicao quimica da propolis € extremamente complexa (Andrade et al., 2018).

As caracteristicas de cada tipo de propolis sdo determinadas por sua localizagdo
geografica, estacdo, fonte vegetal, condicdes edafoclimaticas e espécies de abelhas. Os
principais ingredientes identificados neste produto sdo balsamos e resinas (45-55%), acidos
graxos (5%), ceras (8—-35%), substancias aromaticas e 6leos essenciais (5-10%), polen (5%) e
compostos minerais e organicos (5%) (Tavares et al., 2022). De acordo com Wieczorek ef al.,
(2022), até o ano de 2018, foram relatados mais de 850 componentes quimicos presentes na

propolis obtida de diferentes fontes botanicas e geograficas.
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Polifenois

Os polifendis, sdo uma classe diversificada de metabdlitos secunddrios de plantas
caracterizados pela presenga de um ou mais grupos hidroxila ligados a um ou mais anelis
aromaticos. Essas substancias sao amplamente distribuidas no reino vegetal e incluem varias
classes como flavonoides, acidos fendlicos, lignanas e stilbenos (Sun; Shahrajabian, 2023).

No organismo humano, as substancias fendlicas desempenham vérias fungdes essenciais
devido as suas propriedades bioativas (Rana et al., 2022). Primeiramente, eles sdo reconhecidos
por sua potente capacidade antioxidante, que permite neutralizar radicais livres e reduzir o
estresse oxidativo, um fator contribuinte para varias doengas cronicas, incluindo doencas
cardiovasculares, cancer e diabetes (Mileo; Miccadei, 2016).

Além disso, os polifendis exibem propriedades anti-inflamatérias, modulando a resposta
inflamatéria por meio da inibi¢ao de enzimas e mediadores pré-inflamatorios (Durazzo et al.,
2019).

Uma fonte importante dessas substancias bioativas, ¢ a propolis, de diferentes tipos e
regides geograficas. A maior variacdo observada na composi¢do quimica de préopolis
provenientes de diferentes localidades, esta relacionada a ampla biodiversidade existente em
cada local (Tavares et al., 2022).

O Brasil, devido a sua grande extensao territorial, apresenta uma vegetacdo amplamente
variada e por isso, fornece a possibilidade de fabricacdo pelas abelhas, de diferentes tipos de
propolis, com composi¢do quimica variada e ampla, na qual cada tipo de propolis apresenta
como caracteristica principal, uma composi¢do quimica e coloragdo diferente e especifica
(Andrade et al., 2018).

As diferentes substancias presentes na propolis provém das resinas e exsudados de plantas
recolhidas pelas abelhas, substancias segregadas pelo metabolismo da abelha (cera e enzimas
salivares) e outras substancias introduzidas durante a elaborag¢do da propolis (Contieri et al.,
2022).

Sua composi¢do nado ¢ totalmente categorizada devido a existéncia de multiplas classes
de substancias quimicas. Entretanto, as substancias mais descritas com propriedades bioativas
presentes na propolis sdo os polifenois, incluindo os flavonoides e 4cidos fenolicos (Liu et al.,
2024). Os principais polifendis presentes na propolis brasileira, bem como sua coloragdo,

origem geografica e botanica, estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Principais polifenois presentes em diferentes tipos de propolis brasileira

. o . 3 . Al Composicao
Tipo d 1 (0) fi (0] bot
ipo de proépolis rigem geografica rigem botanica quimica
Castanho escuro Sul (RS) Populos alba Flavonoides
Marrom
te (BA Hyptis divari F1 i
avermelhado Nordeste (BA) 'yptis divaricata avonoides
Verde Sudeste (SP, MG) Baccha;'fis ' Flavonoific?s, acidos
dracunculifolia fenolicos
Nordeste (AL, BA, Dalgerbia Flavonoides, acidos
Vermelha ) L1
PB) ecastophillum fenolicos
. Mimosa hostilis Flavonoides e acidos
Propolis preta Nordeste i1
benth fenodlicos

Fonte: Adaptado de De Souza, (2014)

Os diferentes tipos de propolis do Brasil, um pais de clima predominantemente tropical,
apresentam acidos fenolicos em maior abundancia, quando comparada com as prépolis de
outras regides do mundo com clima similar (Yuan et al., 2020).

Esses sdo os principais responsaveis por suas propriedades bioldgicas e potencial
terapéutico, como antioxidante, antimicrobiano, imunoestimulante, citotoxico, anti-
inflamatorio, antiviral hepatoprotetor, anticarcinogénico, anticariogénico, anestésico e
cicatrizante (Ferreira et al., 2024).

Evidéncias de estudos in vitro e in vivo ddo suporte a seus efeitos farmacoldgicos:
antioxidante, anti-inflamatdrio, antimicrobiano, antidiabético, antitumoral, neuroprotetor,
efeitos gastroprotetores e imunomoduladores (Shahinozzaman et al., 2020).

Para avaliar a capacidade antioxidante, foram desenvolvidos diferentes métodos de

analise.
3.5 Métodos espectrofotométricos de analise da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante poder ser expressa por diferentes metodologias. Varios
métodos in vitro vém sendo aplicados para avaliar essa capacidade, em diferentes fontes de
substancias bioativas. A combinac¢do de pelo menos dois métodos in vitro ¢ preconizada, para
que seja possivel produzir informagdes mais confidveis da capacidade antioxidante total de
substancias ou misturas (Rufino et al., 2010).

Considerando essa recomendac¢ao, os métodos mais utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante in vitro sao: método de reducdo do ferro (FRAP - Ferric Reducing Antioxidant
Power); captura do radical livie ABTS+ (ABTS) e captura do radical livie DPPH (DPPH)
(Rufino et al., 2010).


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/neuroprotective-agent
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A avaliacdo da capacidade antioxidante pelo método de redugdo do ion ferro, FRAP,
baseia-se na producio do ion Fe?* (forma ferrosa) a partir da redugdo do ion Fe** (forma férrica),
presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), como demonstrado na Figura 8. Na
redugdo, ocorre mudanga na cor de roxo claro para intenso. A absorbancia ¢ medida no
comprimento de onda de 595 nm, quanto maior a absorbancia ou tonalidade da coloragao maior

o potencial antioxidante (Urrea-Victoria et al., 2016).

Figura 8 - Reacdo quimica do método de FRAP

N i
i F
PeCl3 TPTZ Tamp3o acetato NZ SN Fe @ 1 %ﬂ NJ\ /Fe ([11

[Fe (D) (TPTZ),J** [Fe (II) (TPTZ),]**

Fonte: Urrea-Victoria et al. (2016)

O método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), baseia-se no
processo de transferéncia de um elétron, permitindo a detecg¢do da capacidade de um potencial
antioxidante em transferir um elétron e reduzir substancias, como metais, carbonilas e radicais.
A substancia antioxidante age como doador de um atomo de hidrogénio quando ¢ adicionada a
solucdo de DPPH, reduzindo o radical DPPH e formando a hidrazina, propiciando assim a
mudanga de coloracao na solucao, de violeta para amarelo claro, como demonstrado na Figura

9, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515/517 nm (Pires et al., 2018).

Figura 9 - Reagdo quimica do método DPPH
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Fonte: Pires et al. (2018)
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O ABTS [2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], Figura 10, ¢ uma
substancia utilizada em ensaios colorimétricos para estimar o potencial antioxidante de
substancias ou misturas. Nesse método, o ABTS, de cor verde clara, reage com o persulfato de
potassio e forma o radical cationico ABTSe+ de coloragdo verde/azulada. A absorcao do radical
cationico ABTS+ ¢ comparada com a absor¢do apds a estabilizagio do ABTS+ por
antioxidantes, coloragdo verde claro, utilizando um espectrofotometro na faixa de 734 nm.
Assim, quanto menor ¢ a absorbancia ou mais clara for a coloragdo, maior ¢ o potencial

antioxidante (Torres et al., 2017).

Figura 10 - Estrutura molecular do ABTS (2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6- 4cido

sulfonico)
o (
N
“Fop <10
(o]
N> 0/ OH

Fonte: Torres et al. (2017)

3.6 Métodos de analise do perfil de compostos fenolicos

A composicao fenolica da propolis ¢ um dos parametros mais relevantes na avaliacdo da
sua qualidade. Esta avaliagdo ¢ frequentemente efetuada por técnicas cromatograficas, mas

também espectrofotométricas, importantes para a avaliagdo da sua atividade bioldgica.
3.6.1 Fendlicos totais por método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu

O ensaio colorimétrico que utiliza o reagente Folin-Ciocalteu ¢ um método
espectrofotométrico simples e baseia-se na intera¢do das substancias redutoras com o reagente
de Folin-Ciocalteu. A composi¢do quimica deste reagente inclui o acido fosfotiingstico
(H3PW12040) e acido fosfomolibdico (H3PMo12040), que sao reduzidos a partir dos extratos ou
substancias testadas e que, originalmente, possuem coloracao amarela (Pires et al., 2017).

Um meio com pH alcalino propicia que substincias redutoras, como as substancias
fenolicas, dissociem um préton, levando a formagdo do anion fenolato. Este anion € capaz de
reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu formando 6xido de tungsténio (Wg0O23) e 6xido de

molibdénio (MogO23), como demonstrado na Figura 11 (Pires ef al., 2017).
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Estes 6xidos possuem coloragdo azul que ¢ detectavel na banda do espectro de 760 nm,
possibilitando a quantificacdo dessas substancias através da espectrofotometria. Assim, a
coloragdo final da reacdo sera tanto mais azul quanto maior a quantidade de substancias

redutoras ou substancias fenolicas (Pires ef al., 2017).

Figura 11 - Reacao de substancias redutoras com reagente de Folin-Ciocalteu
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Fonte: Pires et al. (2017)

3.6.2 Espectrometria de massas com ioniza¢ao por paper spray (EM-PS)

A espectrometria de massa (MS) consiste na geragdo de ions na fonte de ionizac¢do e na
separacao de ions com base em sua relacdo massa/carga (m/z), em um analisador de massa via
efeito de campo elétrico ou magnético, seguida da deteccao de ions (da Silva et al., 2019).

A ionizagdo por paper spray (PS) ¢ um método de ionizagdo ambiente de amostragem
direta para anélise espectrométrica de massa de misturas complexas. fons de analito sdo gerados
pela aplicacao de alta voltagem a um triangulo de papel molhado com um pequeno volume (<10
pL) de solugdo (Figura 12). As amostras podem ser pré-carregadas no papel, adicionadas com

a solucdo umectante ou transferidas de superficies usando o papel como lenco (Liu et al., 2010).

Figura 12 - Esquema representativo utilizando EM-PS
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Fonte: Adaptado de Liu ef al., (2010)
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O paper spray gera ions em fase gasosa a partir de amostras depositadas em papel ou
outro meio poroso, aplicando uma alta voltagem ao substrato imido. A voltagem usada para
ionizacao ¢ de, aproximadamente, 4,5 kV no modo positivo e -3 kV no modo negativo, onde os
ions gerados sdo protonados ([M+H]+) ou desprotonados ([M-H]-), respectivamente (Liu et al.,
2010).

Esta técnica ¢ aplicavel a analise de uma ampla variedade de substancias, incluindo
pequenos compostos organicos, peptideos e proteinas (LIU et al., 2010).

Apos realizada a analise, a identificacao de compostos quimicos no EM-PS, normalmente
¢ realizada apds intensa busca manual de espectros de MS para pesquisar os ions precursores,
para posteriormente combinar os padrdes de fragmentagdo com os relatados na literatura, uma
vez que os bancos de dados atualmente disponiveis sdo muitas vezes incompletos (Cerrato et
al.,2020). Desta forma, a identifica¢do das substancias biotivas ¢ limitada aquelas que ja foram
relatados na literatura.

As informacgdes de espectro de massa podem ser obtidas instantaneamente para analitos
em concentragdes de nivel de tragco sem a necessidade de procedimentos de separagdo ou pré-
concentragdo, obtendo vantagem em relagdo a outros métodos, que exigem um pré-preparo
complexo da amostra a ser realizada, apresentando alta versatilidade e baixo custo analitico
(Manicke et al., 2009).

Portanto, a espectrometria de massas com ioniza¢do por paper spray (EM-PS) é um
método que apresenta alta versatilidade e baixo custo analitico, sendo uma ferramenta eficaz

pesquisa dos constituintes quimicos fixos em amostras vegetais, como a propolis.
3.6.3 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC)

A cromatografia ¢ uma técnica de separacao de componentes ou solutos de uma mistura,
com base nas quantidades relativas de cada soluto e na sua distribuicdo entre uma corrente
moével de um fluido, chamada fase movel, e uma fase estaciondria continua. A fase movel pode
ser um liquido ou um gas, enquanto a fase estacionéria ¢ um solido ou um liquido (Felix Avila
et al.,2024).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC), ¢ a técnica mais adequada para a
avaliacdo do perfil e composicdo fendlica da propolis, permitindo separar, identificar e
quantificar os componentes individuais da mistura (Guzelmeric et al., 2023).

Para a selecdao da fase apropriada deve-se ter em atengdo a polaridade das substancias

quimicas e a seletividade (interacdes especificas com determinados grupos).
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3.7 Bioacessibilidade

A biodisponibilidade e a bioacessibilidade dos polifenois sdo fatores criticos que
determinam sua eficacia no organismo, uma vez que essas substancias passam por processos de
absor¢ao, metabolismo e excrecdo que podem influenciar sua concentracao e atividade nos
tecidos alvo (Rodrigues et al., 2022).

A bioacessibilidade das substancias fenolicas refere-se a fracdo desses compostos que ¢
liberada dos alimentos durante o processo de digestao e torna-se disponivel para absor¢ao no
trato gastrointestinal (Ribas-Agusti et al., 2018). Esse conceito ¢ fundamental para entender a
eficacia dos polifenois na promogao da saude, uma vez que sua biodisponibilidade depende nao
apenas da quantidade ingerida, mas também de sua liberacao e absorcao.

O processo de digestdo gastrointentinal, estd representado na Figura 13.

Figura 13 - Tlustracdo do processo de digestao e absor¢do intestinal das substancias bioativas
(bioacessibilidade)

| MATRIZ ALIMENTAR |
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DIGESTAD GASTROINTESTINAL DO
ALIMENTO

Fonte: Autora (2024)

Os polifenodis estao frequentemente ligados a componentes da matriz alimentar, como
proteinas, fibras e carboidratos, o que pode afetar sua liberacdo durante a digestdo (Hu et al.,
2023). A digestao in vitro tem sido amplamente utilizada como uma abordagem alternativa aos
estudos in vivo para avaliar a bioacessibilidade das substancias fenodlicas. Esses métodos

simulam as condigdes do trato gastrointestinal humano, incluindo a acao de enzimas digestivas,



36

pH variado e tempo de transito intestinal, permitindo a avalia¢do da estabilidade e da liberacao
dos polifendis ao longo do processo digestivo (Santos et al., 2019).

Uma vez liberados dos alimentos, essas substancias podem ser absorvidas no intestino
delgado, onde passam por extensas transformacgdes metabolicas, incluindo conjugagdo com
acidos glucuronicos, sulfatacdo e metilagdo, processos que podem alterar suas atividades
bioldgicas. A fragdo ndo absorvida continua para o intestino grosso, onde esta sujeita a acao da
microbiota intestinal, que pode metabolizar esses compostos em formas mais simples e,
potencialmente, mais bioativas (Dima ef al., 2020).

A bioacessibilidade e a subsequente biodisponibilidade dos polifendis sdo influenciadas
por diversos fatores, incluindo a composi¢do da matriz alimentar, o estado fisico-quimico
dessas substancias, e as interagdes com outros componentes alimentares (Park; Mun; Kim,
2018). Por exemplo, a presenca de lipidios pode aumentar a solubilidade de alguns polifendis,
melhorando sua absor¢do (Tangsrianugul; Suphantharika; Mcclements, 2015). Por outro lado,
a presenca de fibras pode reduzir a bioacessibilidade ao encapsular as substancias fenolicas,
limitando sua liberacdo durante a digestdo (Mun; Mcclements, 2017).

Diante desse contexto, a bioacessibilidade dos polifendis ¢ um determinante crucial de
sua eficacia biologica. Compreender os fatores que afetam a bioacessibilidade dos polifenois
presentes na propolis € essencial para o desenvolvimento de estratégias dietéticas e alimentares
que maximizem os beneficios a saude associados ao consumo de préopolis (Chaib Saliba et al.,

2023).
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CAPITULO I

Artigo publicado: VIEIRA, A. L. S. et al. Starch-based hydrogels: current status and
applications in food. Contribuciones a Las Ciencias Sociales, v. 16, n. 11, p. 28707-28727,
29 nov. 2023. DOI: https://doi.org/10.55905/revconv.16n.11-237

Disponivel em: https://ojs.revistacontribuciones.com/ojs/index.php/clcs/article/view/3360

Hidrogéis a base de amido: status atual e aplica¢oes em alimentos, uma revisao

integrativa

RESUMO

Hidrogel ¢ um gel formado por uma rede tridimensional de polimeros e copolimeros
hidrofilicos, amplamente utilizado com diferentes finalidades na industria téxtil, farmacéutica,
cosmética, biomédica e de alimentos. A utilizagdo de hidrogéis de amido em aplicagdes
alimenticias esta em crescimento, podendo ser utilizado principalmente como sistema de
controle de liberacdo de compostos bioativos, ingrediente para impressao 3D de alimentos e em
filmes bioativos. A presente revisdo integrativa teve como objetivo trazer o cenario atual do
desenvolvimento de hidrogéis a base de amido e sua utilizagdo na area de alimentos. Foram
selecionados estudos publicados no periodo de 2011 a 2021, disponiveis na integra, publicados
em portugués, inglés ou espanhol. Foram encontrados 631 estudos nas bases de dados
pesquisadas. Destes, 599 foram excluidos e 32 selecionados. Os estudos revelaram que o
desenvolvimento de hidrogéis de amido tém aumentado cada vez mais, sendo amplamente

discutido atualmente, com relevancia para a aplicagdo na area de alimentos.

Palavras-chave: aplicagdes tecnologicas; biopolimero; géis alimentares.
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1. INTRODUCAO

Hidrogéis sao redes de polimeros reticulados com elevada propriedade higroscopica.
Sua formacgao ocorre a partir de macromoléculas fisica ou quimicamente reticuladas, dando
origem a uma rede tridimensional com alta capacidade de retencdo de moléculas de agua ou
outros fluidos bioldgicos, sem que ocorra a sua desintegracdo, formando assim estruturas
interligadas fortes e estaveis, devido as interagdes fisicas ou através das ligacdes covalentes
formadas (Ismail; Irani; Ahmad, 2013; Koev et al., 2020; Larrea-Wachtendorff; Sousa; Ferrari,
2020).

Nos hidrogéis, a rede ¢ formada pela reagdo simples de um ou mais polimeros, que sdo
reticuladas por diferentes mecanismos, como ligagdes covalentes e de hidrogénio, forcas de van
der Waals ou apenas por interacdes fisicas. Assim, os hidrogéis podem conter uma grande
quantidade de 4gua dentro de sua estrutura devido a presenca de grupos hidrofilicos nos agentes
estruturantes (tais como —OH, -CONH—, -CONH2, -COOH e —-SO3H) (Ahmed, 2015; Flory,
1953; Kamath; Park, 1993).

Os hidrogéis podem ser produzidos a base de polimeros sintéticos (poli(alcool vinilico)
(PVA); polimetacrilato de metila (acrilico); poliestireno; policloreto de vinila (PVC);
polietileno e polipropileno), naturais (amido; celulose; quitosana; goma xantana; pectina) ou a
mistura dos dois. Sua aplicagdo ¢ dependente da defini¢gao do polimero utilizado, de acordo
com as suas propriedades. A preparacdo de hidrogéis a base de polimeros sintéticos obtém
grande desvantagem, por serem geralmente derivados de petrdleo e apresentarem baixa
degradabilidade e nao regenerabilidade (Xiao, 2013).

Nos ultimos anos, o interesse em desenvolver hidrogéis a base de polimeros naturais
aumentou consideravelmente entre os pesquisadores e a industria, visto que esses materiais sao
biodegradaveis, levando ao seu desenvolvimento sustentavel, com impactos ecologicos
minimos. Além disso, as cadeias moleculares de polimeros naturais, distribuem grupos
hidrofilicos (como grupos hidroxila), melhorando as propriedades hidrofilicas e de
biocompatibilidade, o que faz com que esses hidrogéis se tornem promissores para variadas
aplicacdes. Entre os biopolimeros, os polimeros a base de amido deram um passo importante
para o desenvolvimento de hidrogéis (Niranjana Prabhu; Prashantha, 2018; Zhu et al., 2015).

Recentemente métodos alternativos para a formacao de hidrogéis tém sido amplamente
estudados, a fim de responder a crescente demando por processos ecologicamente sustentaveis,
como por exemplo a oxidagdo do amido por 0zonio, modificagao fisica do amido por tratamento

de aquecimento a seco (DHT) e por homogeneizador de cisalhamento de alta velocidade (Koev
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et al., 2020; Lima et al., 2020; Lima, Maniglia et al., 2020; Tangsrianugul; Suphantharika;
McClements, 2015). Esses métodos superam os convencionais em suas principais limitagdes
como longa duragdo do processo e alto custo (Larrea-Wachtendorff; Sousa; Ferrari, 2020).

Os hidrogéis sao candidatos promissores a variadas aplicagdes tecnoldgicas, devido a
estrutura e organizacao complexa e heterogénea (Koev et al., 2020). Géis hidrofilicos para uso
biologico, foi relatado pela primeira vez em 1960 (Wichterle; Lim, 1960).

A partir de entdo, os hidrogéis foram amplamente estudados e aplicados, com diferentes
finalidades, como em fraldas descartaveis, aditivos para solo na agricultura, biosensores (Park
et al., 2012), adsorventes de metais pesados (Zhu et al., 2015), liberacao controlada de drogas
ou proteinas, antimicrobianas (Zhang et al., 2011), estruturas tridimensionais para a adesdo e
proliferagdo celular, engenharia de tecidos e medicina regenerativa (Hu et al., 2019), em
industrias de papel, téxtil, plastica, cosmética, adesiva e farmacéutica (Liu et al., 2017).

O amido ¢ um material de interesse para ser empregado na producao de hidrogéis devido
ao seu baixo custo e biocompatibilidade (Koev et al., 2020). Por ser amplamente acessivel,
renovavel e biodegraddvel, além de suas propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e
bioquimicas, ¢ capaz de formar uma matriz continua com potencial para se tornar a forca de
reserva de materiais sustentaveis. Para atender aos requisitos especificos de suas aplicagoes,
diferentes técnicas de modificacdo, tais como métodos fisicos, quimicos € enzimaticos, t€ém sido
empregados para aumentar ou inibir suas propriedades inerentes ou para dotar propriedades
especificas do amido (Liu et al., 2017). Com isso, o amido torna-se promissor para o
desenvolvimento de materiais ecologicamente sustentaveis (Biduski et al., 2018; Xiao, 2013;
Zhu et al., 2015).

Ainda mais recente ¢ a sua utilizagdo na industria de alimentos. Nos ultimos dez anos,
diferentes tipos de hidrogéis a base de amido vém sendo desenvolvidos para aplicagdes
alimenticias, em encapsula¢do promovendo a liberacdo controlada de compostos bioativos,
incorporagdo de beta caroteno e avaliacao da bioacessibilidade no trato gastrointestinal (Guedes
Silva ef al., 2021; Mun et al., 2015, 2016; Mun; Kim; McClements, 2015; Park; Mun; Kim,
2018), encapsulacdo e controle de liberagdo de compostos antioxidantes (Doosti et al., 2019;
Huamén-Leandro et al., 2020; Kulkarni; Sinha; Kumar, 2014; Lépez Cordoba; Deladino;
Martino, 2013), sistema de entrega de probioticos (Dafe et al., 2017) e controle de liberacao de
corante amarelo em alimentos (Soares et al., 2021).

Hidrogéis produzidos em diferentes estudos, foram desenvolvidos com potencial
aplicag¢do de impressdes 3D de alimentos (Lima, Maniglia et al., 2020; Maniglia et al., 2019),

producao de "tinta" para impressao 3D de alimentos (Maniglia et al., 2020). A impressdao 3D


https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-chemistry
https://www-sciencedirect.ez27.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enzyme-chemistry

47

visa construir um objeto tridimensional a partir de um modelo de design auxiliado por
computador. A impressdo (3D) aplicada a alimentos tem um potencial Unico para criar
estruturas geométricas complexas, permitindo a produgdo em massa a0 mesmo tempo que traz
beneficios econdmicos e ambientais, permitindo criar alimentos personalizados a partir de
propriedades especificas relacionadas as necessidades nutricionais, ingestdo caldrica, forma,
textura, cor ou sabor especificos, por exemplo (Le-Bail; Maniglia; Le-Bail, 2020).

Filmes bioativos a base de hidrogéis de amido também tém sido amplamente estudados,
com o objetivo de conservar os alimentos (Bekhit ez al., 2018; Shahbazi; Majzoobi; Farahnaky,
2018; Sharmin et al., 2020; Soukoulis ef al., 2016).

O futuro dos materiais a base biopolimeros ¢ mostrar que fontes naturais, por serem
renovaveis e utilizadas de maneira sustentavel, com menores impactos ao meio ambiente,
podem superar o uso de polimeros sintéticos derivados do petroleo. A aplicacdo de hidrogéis
obtidos de polissacarideos na industria de alimentos estd em constante aumento, devido a alta
demanda de materiais naturais e ambientalmente compativeis (Huaman-Leandro et al., 2020;
Lopez Coérdoba; Deladino; Martino, 2013).

Diante desse contexto, o objetivo deste trabalho foi revisar estudos que investigaram as

aplicagdes de hidrogéis de amido em alimentos.
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2. METODOLOGIA

Trata-se de revisdo integrativa da literatura, que visou responder a seguinte pergunta:
“Quais as aplicagoes de hidrogéis de amidos em alimentos?”.

A primeira etapa desta pesquisa consistiu na elaboragao da pergunta norteadora e através
desta, foram realizadas buscas em bases de dados de artigos cientificos PUBMED (US National
Library of Medicine), Science Direct e Web of Science. Os dados foram coletados nos meses

de janeiro e fevereiro de 2020.
2.1 Estratégia de pesquisa

Inicialmente, foram realizadas buscas exploratérias nestas bases de dados com os
termos: “starch”, “hydrogel or hydrogels”, para recuperacdo dos assuntos na literatura. Os
descritores e as palavras-chaves foram combinados entre si com a utilizagdo dos operadores
booleanos AND e OR e assim foi definida a estratégia de busca a ser utilizada em cada

plataforma (Tabela 1).

Tabela 1 - Estratégias de busca definida para utiliza¢do nas bases de dados.

Base de dados Estratégia de busca

PUBMED "starch"[Title/Abstract] AND "hydrogel"[Title/Abstract]
Web of science TOPICO: (starch) AND TITULO: (hydrogels)

Science Direct Title, abstract, keywords: starch AND hydrogels
Fonte: Autores (2021)

2.2 Critérios de seleciao

Para inclusao dos artigos, foram adotados os seguintes critérios: estudos disponiveis na
integra; publicados no periodo de 2011 a 2021, sendo que este periodo foi estipulado visando a
andlise de técnicas ainda aplicadas atualmente e que ndo ficaram defasadas, nos idiomas
portugués, inglés ou espanhol, sobre hidrogéis de amidos de fontes convencionais e nao
convencionais, com aplicagdes tecnoldgicas em alimentos. Os critérios de exclusao utilizados
na sele¢do foram: estudos de métodos de producdo do hidrogel, sem aplicagdo tecnologica
definida e de hidrogéis formados de outras fontes, que ndo amido; estudos de caracterizagao
quimica, morfoldgica, propriedades térmicas dos amidos e hidrogéis; aplicacdo em farmacos e

biomédica.
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2.3 Analise dos dados

Em relagdo a sele¢ao dos artigos, duas etapas foram realizadas. Na primeira etapa, foi
feita a leitura de titulos e resumos dos estudos encontrados em cada plataforma e com isso, foi
feita a recuperacdo dos mesmos, bem como a exclusdo de duplicatas, com o auxilio de software
gerenciador de referéncias Mendeley e a elaboragdo de tabela contendo titulo, resumo e palavras
chave dos estudos selecionados de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo descritos
acima, com auxilio do software Microsoft office Excel. Ja para a segunda etapa, os artigos
selecionados na primeira fase, foram lidos na integra e foi feito um fichamento dos mesmos,
com base em uma sele¢do criteriosa, contendo as informagdes: titulo, ano de publicagao,

periddico, autores, tipo de amido e modificacdo, principais resultados e aplicagdes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 176 artigos na base de dados PubMed, 225 na Web of Science e 227
na Science Direct, totalizando 631 artigos (Tabela 2).

Tabela 2 - Trabalhos recuperados em pesquisa nas bases de dados.

Base de dados Numero de trabalhos Total
PubMed 176
Web of science 225 631
Science Direct 227

Destes estudos, 578 foram excluidos por meio da andlise do titulo e resumo, por nao
responderem a pergunta norteadora da revisdo ou por estarem duplicados nas bases de dados e
53 foram lidos na integra. Ao final, 32 artigos foram selecionados para compor a presente
revisdo, sobre as aplicagdes de hidrogéis de amido em alimentos, publicados entre os anos de
2013 e 2021 e redigidos em lingua inglesa. O processo de selegdo esta apresentado na Figura

1.

Figura 1 - Fluxograma do critério de sele¢do dos estudos

Base de
dados

631 estudos
recuperados

Selegdo a partir da
leitura de titulo e
resumo

32 artigos |
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53 artigos Qf
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% 578 artigos excluidos




51

A distribuicao dos estudos por ano de publicacdo esta apresentada na Figura 2.

Figura 2 - Numero de artigos por ano de publicag¢ao

Numero de publicagées

1 1

[ ] [ ]

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
Ano de publicacido

Fonte: Autores (2021)

Dos 32 artigos selecionados, todos tratam-se de estudos experimentais. Destes, 13 s@o
sobre hidrogéis como materiais encapsulantes para a prote¢do e controle de liberagdo de
substancia bioativas (Doosti et al., 2019; Guedes Silva ef al., 2021; Huamén-Leandro et al.,
2020; Jain; Winuprasith; Suphantharika, 2020; Kang et al., 2021; Kulkarni; Sinha; Kumar,
2014; Lopez Coérdoba; Deladino; Martino, 2013; Meng ef al., 2020; Mun; Kim; McClements,
2015; Mun; McClements, 2017; Park; Mun; Kim, 2018; Silva et al., 2020; Wu; McClements,
2015), 5 sobre o desenvolvimento de filmes para conservagao de alimentos (Bekhit e al., 2018;
Shahbazi; Majzoobi; Farahnaky, 2018; Sharmin et al., 2020; Soukoulis ef al., 2016; Tosati et
al., 2018) e 4 produziram hidrogéis a base de amido para aplicagdo em impressdo 3D de
alimentos (Lima et al., 2020; Lima, Maniglia et al., 2020; Maniglia et al., 2019, 2020).

Os demais estudos avaliados, propuseram aplicagdes mais diversificadas sendo elas: um
para aplicacdo do hidrogel de amido como sistema de controle de liberacdo de corante em
alimentos (Soares et al., 2021), um sobre o desenvolvimento de hidrogel como sistema de
entrega de probioticos (Dafe ef al., 2017), um sobre a produ¢do de um sistema de liberagao de
lipideos (acidos graxos) do leite (Huang et al., 2020), um sobre o desenvolvimento de
ingrediente gelificante de baixo indice glicémico para aplicagao em alimentos e bebidas (Liu et
al., 2020), um sobre a producao de um hidrogel funcional para aplicacdo em alimentos (Torres

et al., 2020), um sobre o desenvolvimento de hidrogel funcional com aplicacdo em alimentos e



52

bebidas para controle do indice glicémico (Liu ef al., 2018), um sobre o desenvolvimento de
particulas de hidrogel preenchidas com 6leo como substitutos de gordura ou amido em
alimentos (Chung; Degner; Mcclements, 2013), um sobre a formagao de xerogel com potencial
utilizacdo como um petisco de cereal comestivel (Ratish Ramanan; Rifna; Mahendran, 2018) e
um sobre o desenvolvimento de métria alimentar com o objetivo de diminuir a digestao lipidica

para aplicacdo em alimentos funcionais (Tangsrianugul; Suphantharika; Mcclements, 2015).

A sintese dos resultados esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 - Sintese dos estudos selecionados

Método de formagao do

Ami . Aplicaca Referénci
mido hidrogel plicacio eferéncia
. . A tentabili
Amido modificado pelo uso de | osusien abilidade ¢ a .
g . - biodisponibilidade da quercetina
acido fumarico. Hidrogel super
rer . aumentaram nos ratos. De acordo
. paramagnético a base de amido L
Amido L L. com o estudo in vivo, este
, enxertado com acido fumarico. - .
soluvel ~ . hidrogel pode aumentar a Doosti et al., (2019)
. Incorporacéo da quercetina - .
comercial . . sustentabilidade do Quercetina
(flavonoide antioxidante) no
. . N L no plasma e retardar sua
hidrogel ¢ a liberagao foi . 5
. SO > liberagdo, bem como aumentar a
analisada in vivo e in vitro. ~ .
manutengdo hepatica.
O amido de batata nas formas
gelatinizada e nativa foi usado em
. ~ Os resultados apontam para
sistemas de encapsulagdo. o - o .
o possiveis aplicagdes do caroteno
caroteno foi incorporado em . .
. o . encapsulado em alimentos acidos .
hidrogéis preenchidos com . o Guedes Silva et al.,
Batata ~ . ou sujeitos a oscilagdes de
emulsdo composta por alginato, , L (2021)
. . . temperatura apos a fabricagao,
gelatina e amido (nativo e L
. ) e aumentando sua vida util e
gelatinizado). Microgéis ermitindo entrega controlada
preenchidos com emulsdo foram P g )
obtidos por atomizagéo.
Elaboragao de hidrogel bioativo
com extrato de cogumelo.
Hidrogéis funcionais com ,
. L Huaman-Leandro et
Amido de batata como agente atraentes caracteristicas
Batata . - . al., (2020)
gelificante. Autohidrolise. reoldgicas oferece novas
possibilidades potenciais para a
valorizagdo dos extratos de
Lentinus edodes.
O amido de arroz modificado
pode ser usado como um material
. inovador de qualidade alimentar
Amido de arroz duplamente mov qualidace
. . ~ para o projeto de diferentes . . .
modificado (desramificagao . . ~ Jain; Winuprasith;
Arroz S . sistemas de liberagdo para .
enzimatica e métodos de o . Suphantharika, (2020)
. ~ melhorar a estabilidade quimica
esterificagdo OSA) . . ~
do licopeno e sua liberagéo
controlada no trato
gastrointestinal.
As aplicagdes possiveis incluem
um transportador biocompativel
para administragdo oral de
Modificagdo enzimatica, emulsdo ingredientes alimentares
Arroz carregada de curcumina para funcionais sensiveis e em Kang et al., (2021)

produzir hidrogéis preenchidos

revestimentos de alimentos
funcionais e materiais de
embalagem para aumentar a vida
util de produtos alimenticios




Amido

Método de formagao do
hidrogel

Aplicac¢io

Referéncia

Semente de
Lagenaria
siceraria

Granulos de hidrogel de alginato
de Ca de extrato de fruta
Lagenaria siceraria

A aplicagdo desta tecnologia
melhoraria a estabilidade do
extrato de frutas Lagenaria
siceraria em produtos
farmacéuticos e alimenticios
antioxidantes.

Kulkarni; Sinha;
Kumar, (2014)

Milho

Hidrogéis formulados por
gelificagdo idnica. Os hidrogéis de
alginato de calcio-amido (CAS)
foram obtidos pela adi¢éo de
diferentes concentragdes de amido
de milho comercial

Os hidrogéis refor¢ados com
granulos de amido de milho
melhoraram o sistema classico de
alginato de célcio, levando a uma
estratégia promissora para
proteger e fornecer antioxidantes
de erva-mate em produtos
alimenticios.

Lopez Cordoba;
Deladino; Martino,
(2013)

Tapioca

Esterificagdo do amido de tapioca
com anidrido maleico

Encapsulamento de curcumina
(protecdo de substancias
bioativas)

Meng et al., (2020)

Arroz

O B-caroteno foi incorporado em
trés tipos de sistema de entrega:
(I) "emulsdes": goticulas de
gordura revestidas de proteina
dispersas em agua; (II)
"hidrogéis": géis de amido de
arroz; e (III) "hidrogéis
preenchidos": goticulas de
gordura revestidas de proteina
dispersas em géis de amido de
arroz.

A bioacessibilidade do -
caroteno foi maior em hidrogéis
preenchidos do que em emulsdes.
Produtos de gel a base de amido
de arroz fortificados com
nutracéuticos lipofilicos.

Mun; Kim;
Mcclements, (2015)

Arroz, feijao
mungu

Emulséo de 6leo para a dispersao
do beta caroteno. Preparagdo de
hidrogéis preenchidos.

Desenvolvimento de produtos
alimenticios funcionais a base de
amido fortificados com
componentes bioativos lipofilicos
que podem melhorar a satde ¢ o
bem-estar humano. Fortificagdo
de produtos gelificados a base de
amido com nutracéuticos
lipofilicos.

Mun et al., (2015)

Arroz

Hidrogéis de amido de arroz, beta
caroteno encapsulados em
goticulas de lipideos que foram
carregados em hidrogéis de amido
de arroz contendo diferentes
niveis de metilcelulose.

Controlar o destino
gastrointestinal de nutrac€uticos
para melhorar a sua eficécia.
Alimentos funcionais com
melhores beneficios nutricionais.

Mun et al., (2016)

Arroz

Mistura de amido de arroz e goma
xantana

Digestdo de lipideos e
bioacessibilidade do beta
caroteno encapsulado; produtos
alimenticios com gel fortificado
com nutracéuticos lipofilicos

Park; Mun; Kim,
(2018)

Batata

Produg¢do de microgéis em fungao
do pH por gelificagdo i6nica,
revestidos de alginato e gelatina

Comprovou a capacidade dos
sistemas de encapsulacdo em
promover a distribuigdo
direcionada de compostos
bioativos. O revestimento pode
ser posteriormente
funcionalizado pela inclusdo de
ingredientes bioativos ou
nutracéuticos, ampliando sua
aplicabilidade

Silva et al., (2020)

Amido
comercial
modificado

Produ¢do de microesferas de
hidrogel a partir de gelatina e
Amido modificado com anidrido
octenil succinico (amido OSA).

Potencial aplicagdo para
modificar a textura de produtos
alimenticios e para encapsular o

sabor ou compostos bioativos.

Wu; Mcclements,
(2015)

Milho

Microesferas de hidrogel de
amido de milho e alginato-pectina

Produg@o de filmes bioativos
para a conservagdo de alimentos.

Bekhit et al., (2018)

53



Amido

Método de formagao do
hidrogel

Aplicac¢io

Referéncia

Milho

Granulos de amido de milho

fisicamente modificados por meio

de um homogeneizador de
cisalhamento de alta velocidade.
Produgido de hidrogel e filme.

Produgéo de filme com boas

propriedades funcionais,

melhorando a resisténcia a agua e
a propriedade de barreira a agua,
com potencial de aplica¢do no

setor de embalagens de
alimentos.

Shahbazi; Majzoobi;
Farahnaky, (2018)

Milho

Hidrogel a base de alcool
polivinilico / amido de milho /
poliol de linhaga carregado com
nanoparticulas de prata
biossintetizadas. Preparagéo de
filme.

Embalagens antimicrobianas.

Sharmin et al., (2020)

Arroz, Milho

Hidrogéis comestiveis (amido de
arroz ou milho), gelatina,
caseinato de sodio

Incorporagdo em filmes
comestiveis probiodticos

Soukoulis et al.,

(2016)
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Mandioca

Amido de mandioca, curcumina,
gelatina. Revestimento
antimicrobiano comestivel

A combinagdo de
revestimentos de hidrogéis
carregados com curcumina ¢
luz UV-A tem grande
potencial como revestimentos
antimicrobianos para prevenir
a contaminagdo cruzada de L.
innocua em salsichas
refrigeradas

Tosati et al., (2018)

Mandioca

Tratamento de aquecimento a seco
(DHT)

Impressdo 3D de alimentos

Lima, Maniglia et al., (2020)

Trigo

Amido de trigo modificado por
aquecimento a seco (DHT)

Formagéo de hidrogel para
serem utilizados como "tinta"
para impressao 3D de
alimentos

Maniglia et al., (2020)

Mandioca

Oxidagdo do amido por 0zénio

Impressdo 3D de alimentos

Maniglia et al., (2019)

Mandioquinha
Salsa

Amido de mandioquinha salsa,
modificado por tecnologia de
0zo6nio, formagdo de hidrogéis

O amido de mandioca
ozonizado apresentou géis
mais duros que a amostra

nativa, o que € promissor para
uso industrial, uma vez que
géis mais fortes sdo desejados
para produtos como
sobremesas, balas de geleia e
produtos carneos (linguigas).
Além disso, géis de amido
com maior firmeza tém
despertado interesse na
aplicag@o de impressdo 3D de
alimentos, apresentando
melhor printabilidade

Lima et al., (2020)

Amido
soluvel
comercial

Mistura de amido soltvel e
quitosana

Controle de liberagao de
corante amarelo (INS 110).
Retengdo ou liberagdo de
compostos bioativos ou
aditivos alimentares

Soares et al., (2021)

Milho

Fabricagdo de novas particulas de
hidrogel de qualidade alimentar a
base de pectina e amido de milho
para entrega de probiotico.
Hidrogéis de pectina / amido
foram preparados pelo método de
gelificagdo externa em varias
razdes de pectina / amido

Fabricacdo de produtos
funcionais a base de
probiodticos com o objetivo de
melhorar a satide do corpo
humano, os resultados desta
investigacdo oferecem
substratos potenciais para a
entrega eficaz de culturas
probiodticas como um alimento
funcional.

Dafe et al., (2017)
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Amido

Método de formagao do
hidrogel

Aplicac¢io

Referéncia

Milho, trigo,

Trés tipos de géis de
amido; liberagdo de
acidos graxos livres por

Este estudo oferece uma maneira
viavel de manipular a digestibilidade
dos lipidios do leite por estabilizagao

com géis de amido. Os resultados

fornecem meios uteis para a

Huang et al., (2020)

arroz < fabrica¢do de novas matrizes lipidicas
um modelo de reagoes .
e para encapsular nutracéuticos
multiplas . .
lipofilicos ou para aumentar a
digestibilidade dos lipidios do leite
em alimentos energéticos.
Amido de milho
desramificado, com Grande potencial na preparagio de
diferentes graus de hidrogéis estaveis como ingredientes
desramificagdo foram gelificantes e turvantes de baixo
Milho investigados para revelar indice glicémico na industria de Liu et al., (2020)
os efeitos das interagdes alimentos: alimentos e bebidas com
moleculares sobre sua funcionalidades ou propriedades
digestibilidade e definidas.
propriedades do hidrogel.
Batata PrO(_iu(;ao de h1dr9gels de Producao _de h}drogels.bloatlvos para Torres et al., (2020)
amido de batata integral aplicacdo em alimentos
Aplicagdes potenciais do DBWS em
alimentos e bebidas com qualidade
estavel, devido a sua digestibilidade e
Amido de milho ceroso propriedades de hidrogel. A digestao
Milho de_sranpﬁcado prolonggda. e a~absorcao de amido sdo Liu et al., (2018)
enzimaticamente preferiveis ndo apenas no controle
(DBWS). glicémico de longo prazo, mas
também em individuos saudaveis,
pois afeta favoravelmente, uma série
de fatores fisioldgicos.
Amido de milho
modificado, caseinato de ~ . .
AT Formulag@o de produtos alimenticios
sodio, oleo de canola. R ~ .
. , . a base de emulsdo de calorias Chung; Degner; Mcclements,
Milho Particulas de hidrogel . . .
. \ reduzidas com atributos fisicos e (2013)
preenchidas com 6leo .. .
. sensoriais aprimorados.
formadas em misturas de
amido e gordura
O xerogel obtido a partir da farinha de
trigo pode ser usado como um petisco
de cereal comestivel. A estrutura do
gel pode ser uma alternativa a
Hidrogel de farinha de estrutura tradicional da massa para . .
. . . . . . Ratish Ramanan; Rifna;
Trigo trigo. Formacgdo de algumas funcionalidades em sistemas
; . Mahendran, (2018)
xerogel. alimentares. O xerogel desenvolvido
pode ser impregnado com
componentes bioativos no
desenvolvimento de alimentos
funcionais e nutracéuticos
Projetar alimentos funcionais que
Amido de milho normal podem diminuir a taxa de digestdo de
(nativo), amido alto teor  lipidios e, portanto, controlar os niveis .
. . L - Tangsrianugul;
. de amilose (amido de triacilglicerol sérico, >
Milho . N ; . Suphantharika; Mcclements,
resistente) em comparagio desenvolvimento de alimentos (2015)

para a formacéo de
hidroggéis

funcionais para melhoria da satde.
Desenvolvimento de alimentos
funcionais para combater o diabetes.

Fonte: Autores (2021)
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3.1 Aplicacoes de hidrogéis de amido em alimentos

A analise dos resultados dos estudos incluidos na elaboragdo da presente revisdo
integrativa, permitiu demonstrar o elevado potencial de hidrogéis produzidos a base de amido,

em diferentes aplicagdes de alimentos, que serdo descritos abaixo.
3.1.1 Encapsulacio e controle de liberacao de substincias bioativas em hidrogéis

A anédlise dos estudos que desenvolveram hidrogéis como sistema para encapsular e
controlar a liberagdo de substancias bioativas identificou que esse material foi preparado
utilizando fontes variadas de amido (convencionais € ndo convencionais).

Doosti et al., (2019) utilizaram amido soltivel comercial para a preparagao de um
hidrogel e incorporaram quercetina, um flavonoide antioxidante, e a liberagdo dessa substancia
foi analisada in vivo e in vitro, concluindo que a biodisponibilidade aumentou em ratos ¢ a
liberacdo dos compostos antioxidantes foi retardada pelo sistema de hidrogel.

Guedes Silva et al., (2021) produziram microgéis compostos de amido de batata,
alginato e gelatina e foi feita a incorporagdo de -caroteno, propondo possiveis aplicacdes dessa
substancia encapsulada em alimentos acidos, visto que o hidrogel permitiu controlar a entrega
e aumentar a vida 1til do beta caroteno. Huamén-Leandro et al., (2020) realizaram a extracao
de componentes com propriedades antioxidantes, de cogumelo (Lentinus edodes) e
incorporaram ao hidrogel de amido de batata, propondo entdo o desenvolvimento de um
hidrogel funcional, bioativo, carreado de um composto com elevada capacidade antioxidante,
para aplicagdes alimenticias.

Em outro estudo, o amido de arroz foi empregado duplamente modificado por
desramificacdo enzimatica e esterificagdo, com o objetivo de produzir um hidrogel como
sistema de liberacdo controlada para melhorar a estabilidade do licopeno no trato
gastrointestinal (Jain; Winuprasith; Suphantharika, 2020). Kang et al., (2021) também
produziram hidrogel a base de amido de arroz e realizaram a incorpora¢do de curcumina e
propuseram as seguintes aplicagdes: transportador biocompativel para administragao oral de
ingredientes alimentares funcionais e como revestimento para alimentos.

Granulos de hidrogel de alginato de calcio e extrato da fruta Lagenaria siceraria foram
produzidos, com o objetivo de melhorar a estabilidade deste extrato em produtos alimenticios
com propriedades antioxidantes (Kulkarni; Sinha; Kumar, 2014). Outro estudo preparou
hidrogéis utilizando também o alginato de calcio em sua composicao, mas com amido de milho

e incorporaram extrato de erva-mate. Este sistema foi proposto para aplicagdes promissoras
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com o objetivo de proteger e fornecer antioxidantes de erva-mate em alimentos (Lopez
Cérdoba; Deladino; Martino, 2013).

Amido de tapioca modificado foi utilizado para a producao de um hidrogel como
material encapsulante de prote¢ao de substancias bioativas, fornecendo uma base tedrica para
sua aplicacdo em alimentos, como o encapsulamento de curcumina (Meng ef al., 2020).

Em estudo com a preparacao de hidrogel a base de amido de arroz, Mun et al., (2015)
examinaram a influéncia da incorporacao de P-caroteno e sua bioacessibilidade, usando um
sistema simulado do trato gastrointestinal. A aplicagdo do hidrogel desenvolvido foi proposta
para produtos fortificados como nutracéuticos lipofilicos. Amidos de arroz e de feijao mungu,
com emulsdo de 6leo, foram bases para a preparacdo de hidrogéis preenchidos. A aplicagdo
proposta foi a utilizagao desse sistema em produtos alimenticios funcionais com componentes
bioativos lipofilicos (Mun et al., 2015).

Mun et al., (2016) realizaram o encapsulamento de f-caroteno em hidrogéis a base de
amido de arroz ¢ metilcelulose, com o objetivo de controlar o destino gastrointestinal dessa
substancia. O sistema desenvolvido demonstrou-se 1util para a utilizagdo em alimentos
funcionais. Em outro estudo, foi elaborado um hidrogel de amido de arroz e goma xantana,
como objetivo de encapsular B-caroteno e a aplicagdo desse sistema em nutracéuticos lipofilicos
foi proposta (Park; Mun; Kim, 2018).

Silva et al., (2020) realizaram um ensaio de digestdo in vitro de microgéis compostos
de amido de batata, alginato e gelatina. Os autores concluiram que estes microgéis forneceram
protecao extra durante a digestdo, o que demonstra a capacidade dos sistemas de encapsulagao
de promover a distribuicao direcionada de compostos bioativos.

A produgdo de microesferas de hidrogel a partir de gelatina e amido comercial
modificado foi realizada, demonstrando potencial aplicagdo em produtos alimenticios, com o
objetivo de modificar a textura e de encapsular o sabor ou compostos bioativos (Wu;
Mcclements, 2015).

Os estudos apresentados comprovam que tem havido recentemente, um consideravel
interesse na utilizagdo de materiais naturais e de qualidade para o encapsulamento de diferentes
compostos bioativos. De acordo com os dados apresentados, foi possivel elucidar os beneficios
em desenvolver sistemas de liberagao coloidal adequados, de fontes naturais, com a capacidade
de liberar os compostos encapsulados no local apropriado no corpo humano apos a ingestao,

sem causar efeitos indesejaveis a satde.
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3.1.2 Desenvolvimento de filmes

Hidrogéis de amido podem ser também utilizados no revestimento de alimentos e
producao de embalagens bioativas. Na presente revisdo, diferentes estudos produziram estes
materiais, com essa finalidade.

Bekhit et al., (2018) produziram filmes com microesferas de hidrogel de amido de
milho e alginato-pectina, como transportadores de células bacterianas de Lactococcus lactis.
Estes filmes contendo cultura bioativa encapsulada foi capaz de inibir completamente o
crescimento listerial durante os primeiros cinco dias de armazenamento. Em estudo que também
utilizou o amido de milho, porém empregando técnica de modificacdo fisica (homogeneizador
de cisalhamento de alta densidade), produziu filmes com propriedades funcionais e resistentes,
com potencial aplicacdo em embalagens de alimentos (Shahbazi; Majzoobi; Farahnaky, 2018).

Sharmin et al., (2020) realizaram a preparagcdo de um filme de hidrogel composto de
alcool polivinilico, amido de milho e poliol de linhaga carregado com nanoparticulas de prata
biossistetizadas. O filme de hidrogel produzido demonstrou potencial aplicagdo em embalagens
antimicrobianas.

Hidrogéis comestiveis a base de amido de arroz ou milho, proteinas e caseinato de
sodio, foram formados contendo Lactobacillus rhamnosus e incorporados em filmes. Os filmes
produzidos a base de amido de arroz apresentaram uma maior estabilidade do que os produzidos
a base de amido de milho, formando assim filmes comestiveis com propriedades probidticos
(Soukoulis et al., 2016).

Tosati et al., (2018) desenvolveram um revestimento antimicrobiano comestivel para
aplicacdo em salsichas. O mesmo foi produzido a base de amido de mandioca, curcumina e
gelatina, com a formacdo de hidrogéis com elevada atividade antimicrobiana quando
combinados com luz UV-A, sugerindo que esses hidrogéis podem ser aplicados como
revestimentos comestiveis para inibir a contaminag¢do em alimentos embutidos.

Os resultados dos estudos apresentados demonstram que os hidrogéis a base de amido,
constituem matrizes que podem atuar como carreadoras eficazes de agentes antimicrobianos,
substancias bioativas e assim serem aplicadas para a producdo de filmes, permitindo a aplicacdo
em embalagens de alimentos (sistema de controle de substancias que podem aumentar a vida
util dos alimentos) e também diretamente como revestimento de alimentos. Além disso, os
filmes sdo fabricados por meio de uma estratégia de producdo ecologicamente sustentavel,

beneficiando a saude humana e o meio ambiente.
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3.1.3 Impressoes 3D de alimentos

Hidrogéis produzidos a base de diferentes fontes de amido foram desenvolvidos com
a finalidade de fornecer materiais que possam ser utilizados como ingredientes para a tecnologia
de impressao 3D de alimentos.

Em estudo com amido de mandioca, Lima, Maniglia et al., (2020) desenvolveram um
hidrogel através do tratamento de aquecimento a seco (DTH), utilizado para modificar o amido.
Os autores concluiram que por meio deste tratamento, foi possivel obter hidrogéis com
propriedades de colagem, textura do gel e capacidade de impressao aprimoradas, ampliando o
potencial de aplicacdo do amido de mandioca na impressao 3D de alimentos.

O mesmo grupo de pesquisa, utilizou novamente o DTH, porém para modificar o
amido de trigo. Neste estudo foi formulado um hidrogel com potencial utilizagdo como "tinta"
para impressao 3D de alimentos (Maniglia et a/., 2020). Em outro estudo semelhante, este grupo
desenvolveu ainda hidrogéis a base de amido de mandioca, oxidado por ozonizagdo. Os autores
demonstraram que o tratamento com 0zonio ¢ uma estratégia relevante para a modificagdo do
amido de mandioca destinado a impressdao 3D de alimentos (Maniglia ef al., 2019).

Lima et al., (2020) desenvolveram hidrogel a base de amido de mandioquinha salsa,
modificado por tecnologia de ozénio. O amido de mandioca modificado por esta tecnologia,
apresentou géis mais duros que a amostra nativa, o que ¢ promissor para uso industrial, uma
vez que géis mais fortes sdo desejados para produtos como sobremesas, balas, geleia e produtos
carneos (linguigas). Além disso, géis de amido com maior firmeza tém despertado interesse na
aplicacdo de impressdao 3D de alimentos, apresentando melhor printabilidade, concluiu o
estudo.

Os resultados dos estudos apresentados, demonstram como hidrogéis a base de amido
possuem potencial aplicacdo para a impressao 3D de alimentos. A tecnologia de impressdo 3D
est4d ganhando atencdo no setor de alimentos, pois pode fornecer novos produtos. O hidrogel de
amido pode melhorar as propriedades reologicas das matrizes de alimentos, para alcangar maior
capacidade de impressado para aplicagdes 3D e melhorar seus atributos sensoriais. Isso se deve
as suas propriedades de resisténcia do gel, formag¢do de géis consistentes, estrutura e nas

propriedades de printabilidade.
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3.1.4 Outras aplicacdes em alimentos

Aplicagdes diversas de hidrogéis de amido em alimentos, também foram apresentadas
em outros trabalhos, incluidos nesta revisao.

Soares et al., (2021) desenvolveram um hidrogel misto a base amido soluvel comercial
e quitosana, como sistema de controle de liberacao do corante amarelo (INS 110), amplamente
utilizado para intensificar a cor em alimentos.

Um hidrogel a base de amido de milho e pectina, foi desenvolvido com o objetivo de
fabricagdo de produtos funcionais, como sistema de entrega eficaz de culturas probioticas (Dafe
et al., 2017). Huang et al., (2020) desenvolveram trés tipos de hidrogéis de amido de milho,
trigo e arroz, com o objetivo de manipular a digestibilidade dos lipideos do leite. O estudo
forneceu através destes hidrogéis, meios Uteis para a fabricagdo de novas matrizes lipidicas para
encapsular nutracéuticos lipofilicos ou para aumentar a digestibilidade dos lipidios do leite em
alimentos energéticos.

Liu et al., (2020) realizaram a preparacao de hidrogéis estaveis, a base de amido de
milho desramificado, com grande potencial de aplicagdo como ingredientes gelificantes e
turvantes de baixo indice glicémico na industria de alimentos. Outro estudo, desenvolveu
hidrogéis bioativos ricos em compostos fenolicos a base de amido de batata, utilizando
tecnologias ambientalmente amigaveis e potencializou a utilizacdo integral de batatas
descartadas. O hidrogel desenvolvido apresentou capacidade de ser aplicado na industria
alimenticia (Torres et al., 2020).

Através da técnica de modificacdo do amido de milho ceroso por desramificagdo
enzimatica, Liu et al., (2018) avaliaram as interagdes moleculares e seus efeitos na
digestibilidade e propriedades do hidrogel formado, concluindo que o mesmo possui
capacidade de aplicagdo em alimentos que visem proporcionar a digestdo prolongada e a
absor¢ao de amido, principalmente em relacdo ao controle glicémico a longo prazo.

Em estudo realizado com amido de milho modificado, caseinato de sodio e 6leo de
canola, Chung; Degner; Mcclements, (2013) desenvolveram particulas de hidrogéis mistas, que
aumentaram a leveza e a viscosidade em produtos alimenticios, demonstrando grande potencial
para a criagdo de alimentos a base de emulsdo com calorias reduzidas ou produtos com
caracteristicas sensoriais aprimoradas.

Ratish Ramanan; Rifna; Mahendran, (2018) desenvolveram um xerogel utilizando
farinha de trigo, sendo proposta a utilizagdo do mesmo como “petisco” de cereais comestiveis,

podendo ser incorporado de compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos
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funcionais e nutracéuticos. Ainda com este mesmo objetivo em desenvolver alimentos
funcionais, outro estudo produziu hidrogéis a base de amido de milho, como sistema de
encapsulacdao de goticulas de 6leo de milho, utilizando um modelo de trato gastrointestinal
simulado. O sistema produzido foi capaz de diminuir a taxa de digestdo de lipideos

(Tangsrianugul; Suphantharika; Mcclements, 2015).
3.2 Consideracdes finais

A analise dos trabalhos permitiu identificar diversas aplicagdes possiveis para
hidrogéis de amido, na area de alimentos. A maioria dos estudos analisados nesta revisao,
realizaram o desenvolvimento de hidrogéis de amido e propuseram aplicagdes especificas em
alimentos. Porém, alguns ndo atingiram o ponto da testagem experimental da aplicagdo
proposta, sugerindo as aplicacdes das matrizes desenvolvidas para pesquisas futuras, ou até
mesmo para a industria. [sso demonstra que a utilizagdo de hidrogéis na drea de alimentos esta
em ascensdo, sendo necessarios mais estudos que facam pesquisas experimentais destas

aplicagdes.
4. CONCLUSAO

Com base nos artigos analisados na presente revisao, sobre a aplicagao de hidrogéis de
amido em alimentos, foi possivel concluir que hd um interesse crescente e atual sobre o
desenvolvimento desse produto com o objetivo de melhorar caracteristicas sensoriais de
alimentos, propor sistemas de entrega sustentaveis de substancias bioativas, desenvolvimento
de filmes para a conservagdo de alimentos e de novas tecnologias para impressdo 3D de

alimentos.
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CAPITULO 11

Hidrogel reticulado fisicamente a base de amido de sorgo: desenvolvimento e

caracterizacao

RESUMO

Este trabalho teve como objetivo desenvolver hidrogéis a base de amido de sorgo branco,
quitosana e acido citrico e caracterizar quanto aos aspectos visuais, comportamento em
presenca de agua, morfologia e perfil de textura. Para isso, foram desenvolvidas 6 formulagdes
de hidrogéis a base de amido de sorgo, com a adi¢do de quitosana e o acido citrico foi
adicionado em proporg¢des variadas, conforme calculado em termos de porcentagem de peso (%
p/p), por meio de gelatinizagdo por aquecimento. Os hidrogéis foram entdo fisicamente
reticulados por 5 ciclos de congelamento e descongelamento. A avaliagdo dos aspectos visuais
possibilitou a identificagdo de caracteristicas como presenga de grumos, consisténcia e
coloragao dos hidrogéis desenvolvidos. Os seis tratamentos obtiveram uma alta capacidade de
absor¢do de agua e baixa taxa de sinérese, que variou de 0,35 (tratamento 5 com maior
concentragdo de acido citrico) a 9,75 % (tratamento 6, sem adicdo de acido citrico). Apos
liofilizados, todos os seis tratamentos apresentaram estrutura estavel e integra apds a imersao
em agua, no entanto, as amostras com adicdo de 4cido citrico mantiveram uma maior
integridade estrutural apds 24 horas. A analise morfologica dos hidrogéis, revelou a eficécia do
processo de reticulagdo em promover a formagao da matriz polimérica tridimensional. A adigao
de acido citrico intensificou essa formagdo, resultando em hidrogéis altamente porosos e com
elevada capacidade de absorcao de agua. O perfil de textura dos hidrogéis desenvolvidos
permitiu demonstrar que todas as formulag¢des resistiram ao processo de compressao de 2 ciclos
em 50% da sua altura inicial, o que demonstra a formagdo de géis firmes, coesos, com boa
integridade e alta resisténcia. A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) 1dentificou os grupos funcionais caracteristicos do amido e do 4cido citrico. Portanto, o
amido de sorgo mostrou-se promissor para ser utilizado como matéria prima no
desenvolvimento de hidrogéis naturais.

Palavras-chave: gel polimérico; biopolimero; Sorghum bicolor L. Moench; é4cido citrico;
quitosana.
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1. INTRODUCAO

Os hidrogéis de amido sdo caracterizados como uma matriz polimérica com uma
estrutura tridimensional altamente hidrofilica, que tem a capacidade de absorver e reter grandes
quantidades de agua sem se dissolver. Isso ocorre através da formagdo de uma rede
tridimensional reticulada, em que a 4gua € capaz de entrar nos granulos do polimero, formando
estruturas interligadas fortes e estaveis (Dahal & Janaswamy, 2024; Liu et al., 2021).

A reticulagao do hidrogel de amido pode ser promovida por meio de processos fisicos
ou quimicos, nos quais a agua penetra nos granulos do polimero, formando estruturas
interligadas e altamente resistentes (dos Santos et al., 2023; Qin et al., 2019). A reticulagdo
fisica obtém vantagem em relacdo a quimica, por ser um processo que ndo envolve a utilizagao
de reagentes que podem ser toxicos, resultando em um produto mais natural e ecologicamente
sustentavel (Cui et al., 2022).

A reticulagdo fisica dos géis de amido pode ser promovida através de ciclos de
congelamento e descongelamento. Durante o congelamento, quando a pasta ou gel é congelado,
ocorre a separacdo de fases quando se formam cristais de gelo. Apds o descongelamento, a
pasta de polimero e o gel sofrem sinérese, ou seja, ocorre a liberacdo da dgua. Esses ciclos
promovem o aumento das associagdes moleculares entre as cadeias de polimero, formando um
sistema poroso (Cui et al., 2022; de Lima et al., 2016).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo no uso de hidrogéis a base de amidos
convencionais € ndo convencionais como matriz para a liberagdo de compostos bioativos
(Vieira et al., 2023). Exemplos incluem amido de batata (Silva et al., 2021); de arroz (Biduski
et al., 2018); de feijao mungo (Mun et al., 2015); de trigo (Huang et al., 2020); de tapioca
(Meng et al., 2020); e de mandioquinha salsa (Lima et al., 2020), sendo o amido de milho o
mais amplamente utilizado, reconhecido como o amido comercial predominante globalmente
(Lopez Cordoba et al., 2013; Soares et al., 2021; Wu & McClements, 2015).

As fontes de amido ndo convencionais desempenham um papel crucial no atendimento
da demanda por materiais e embalagens biodegradaveis, servindo como uma alternativa para
promover sistemas ecologicamente sustentaveis (dos Santos et al., 2023). Uma fonte alternativa
promissora de amido, é o sorgo, produzido mundialmente e também no Brasil. E um cereal rico
em amido (70 a 80%) e pode ser cultivado durante todo o ano, sendo considerada uma cultura
importante para a seguranga do abastecimento alimentar, por ser cultivado em éreas e situagdes

ambientais muito secas e quentes. Devido a esses fatores, o cultivo do sorgo apresenta vantagem
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em relacdo ao cultivo de outros cereais, cuja producdo nessas condigdes climdticas ¢
antieconomica (Biduski et al., 2017; Correia et al., 2022; Vieira et al., 2020).

Nesse contexto, a hipotese de utilizar amido de sorgo para elaborar hidrogéis naturais
se mostra relevante. Essa abordagem sugere que o amido de sorgo pode ser uma matriz
polimérica eficaz para a incorporacdo de compostos bioativos. Portanto, o objetivo desse estudo
foi desenvolver um hidrogel a base de amido de sorgo, quitosana e diferentes concentragdes de

acido citrico, reticulado fisicamente, para diferentes aplicacdes.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Os graos de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] do gendtipo BR 501 (pericarpo
branco e sem tanino), foram doados pelo Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
(CNPMS) pela EMBRAPA Milho e Sorgo, localizado em Sete Lagoas, estado de Minas Gerais,
Brasil (latitude 19°28'S, longitude 44°15'W). Para elaboragdo dos hidrogéis, o amido foi
extraido dos graos de sogo e utilizado como base para elabora¢ao dos hidrogéis, juntamente
com a quitosa (Xingcheng Biochemical) e 4cido citrico (Dindmica Quimica Contemporanea

LTDA).
2.2 Métodos

2.2.1 Extrac¢ao do amido de sorgo

Para a extracdo do amido, foi utilizado o método descrito por Vieira et al. (2020), com
modifica¢des, conforme fluxograma apresentado na Figura 1. Os graos de sorgo (500 g), foram
adicionados em solugdo aquosa de metabissulfito de sddio 0.15% e acondicionados em estufa
BOD (Incubadora BOD com Fotoperiodo SL — 224, SOLAB) a 40 °C por 24 h. Apo6s drenagem
e lavagem extensiva, os graos foram moidos em liquidificador industrial (Poli Metalurgica
Siemsen, modelo TR-02, frequéncia 60 Hz, poténcia 245 W) e o material proveniente foi
padronizado com peneiras de 80 mesh e 120 mesh, seguido de repouso a 10 °C por 20 h. O
material decantado foi resuspenso em agua destilada e centrifugado em centrifuga (Mod Jouan
BR4), a 1533,28 x g por 15 min centrifugado, até obter amido puro, confirmado visualmente
pela coloragdo. O material proveniente das centrifugagdes, foi seco em estufa de circulagdo de
ar forcado (Mod 320-SE — Circulagdo Mecanica, FANEM) a 40 °C por 12h. Apos a secagem,
o amido foi passado em uma peneira de 0,153 mm de abertura para padronizar a granulometria,

uniformizando a sua aparéncia.
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Figura 1 - Fluxograma do processo de obtengao do amido de sorgo

Maceracio em solucio de
Graos de sorgo % metabissulfito
(24 h a 40 °C)
v
Moagem timida ——>| Lavagem em peneiras
vV
Decantacao Centrifugacdes
—>
(20ha10°C) (1533,28 x g / 15 min)
v
Secagem em estufa Moagem e
(18 h a 40 °C) padronizacio

Fonte: Autor (2024)

2.2.2 Delineamento experimental

As formulagdes de hidrogéis foram definidas através de pré-testes, tendo como base, a
formulacao 5g de amido de sorgo para 0,5g de quitosana, variando a proporcao de acido citrico
em termos de porcentagem de peso (% p/p de amido), de acordo com método descrito por
Demitri et al. (2008), com algumas modifica¢des. Foi utilizado um delineamento inteiramente

casualizado (DIC), conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Delineamento experimental para o desenvolvimento e caracterizagao de hidrogéis
elaborados com amido de sorgo, quitosana e acido citrico (AC)
Amostra Amido de sorgo (g)  Quitosana (g)  Acido citrico (%)

S1 5 0,5 2
S2 5 0,5 3
S3 5 0,5 4
S4 5 0,5 6
S5 5 0,5 10
S6 5 0,5 0
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2.2.3 Elaboracao dos hidrogéis de amido

Os hidrogéis foram elaborados por método de gelatinizagdo por aquecimento, conforme
descrito por Biduski ez al. (2018), com algumas modificagdes. As suspensoes de amido de sorgo
(5g de amido e 50 mL de agua destilada - valores estabelecidos de acordo com testes
preliminares), foram aquecidas em banho-maria (GMA MedicalTM, Brasil) a 90 °C sob
agitacdo constante. Em seguida, 0,5g de quitosana, 50 mL de agua e as diferentes propor¢des
de acido citrico (para melhorar a gelatinizacao da quitosana), conforme descritas anteriormente
(Tabela 1), foram homogeneizadas em agitador magnético e adicionadas as suspensodes de
amido e agua, aguardando-se o tempo de aquecimento (30 minutos), a fim de que completasse
o processo de gelificagdo do amido. As dispersdes resultantes foram acondicionadas em placas

Petri de poliestireno (15 cm de diametro) e resfriadas a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

2.2.4 Reticulacao fisica dos hidrogéis

Os hidrogéis foram submetidos ao processo de reticulagdo fisica, por 5 ciclos de
congelamento e descongelamento, conforme método descrito por da Silva et al. (2020). As 6
amostras de hidrogéis foram congeladas a -20 °C, seguido de descongelamento total a 30 + 2

°C. Este processo de congelamento e descongelamento foi repetido por 5 vezes.

2.2.5 Avaliacio dos aspectos visuais, taxa de sinérese e capacidade de absorcio de agua

dos hidrogéis

ApOs a obtengdo das seis amostras de hidrogéis e o processo de reticulagao fisica por
congelamento e descongelamento, as mesmas foram fotografadas para avaliagdo dos aspectos

visuais.
Taxa de sinérese

A taxa de sinérese dos hidrogéis apods reticulacdo fisica (tratamento por
congelamento/descongelamento), foi determinada de acordo com método descrito por Li et al.
(2023) com algumas modificagdes. Apos a reticulacdo fisica, os hidrogéis foram armazenados
por 24 h a 10 £ 2 °C, pesados (p:), a agua liberada foi decantada e os hidrogéis foram pesados
novamente (py). A taxa de sinérese foi determinada de acordo com a Equacao 1.

Pi_Pf

TS (%) = =L x 100 (1)
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Ap0s essa etapa, as seis amostras foram liofilizadas por 72h. Os hidrogéis liofilizados,
bem como intumescidos foram fotografados e avaliados quanto a integridade estrutural apos a

imersdo em agua destilada por 24 h.

Capacidade de absorg¢ao de agua

A capacidade de absor¢ao de dgua dos hidrogéis de amido foi realizada pela imersdao em
agua destilada de acordo com o método descrito por Biduski et al. (2018). A medida foi
realizada por pesagem das amostras liofilizadas e apds 24h de imersao em agua a temperatura
ambiente. A capacidade de absorcao foi medida gravimetricamente de acordo com a Equagao

2.

Capacidade de absorgio (%) = Pesointu?:;ido_ mesoseco x 100 (2)
seco

2.2.6 Determinacio da atividade de agua, liberacio de agua e capacidade de retencio de

agua dos hidrogéis
Atividade de dgua (aw)

A andlise de atividade de dgua (a.) das amostras foi realizada de acordo com método
descrito por Shroti; Saini, (2022), por meio da leitura direta das amostras, em equipamento
AquaLlab Lite 2T, da Decagon Devices Inc, (Pullman, EUA), operando em temperatura de
25°C. Para calibragdo foi utilizado agua destilada e solugdo saturada de cloreto de litio (Aa
0,112 £ 0,003). As amostras foram dimensionadas em céapsulas plasticas, as quais foram
inseridas no equipamento e as leituras dos valores de a,, foram mensuradas. As analises foram

feitas em triplicata.
Liberagdo de agua (%)

A taxa de liberacdo de agua foi determinada de acordo com o método descrito por Li et
al. (2023), com algumas modificagdes. Resumidamente, suspensdes de amido, quitosana e
acido citrico (Tabela 1), apos submetidas a gelatinizagdo por aquecimento, os hidrogéis foram
armazenados a 0 °C por 24 horas e aquecidas até temperatura ambiente para a realizacdo da
andlise. A taxa de liberagao de dgua foi medida gravimetricamente como a quantidade de agua
(g de agua/100 g de gel) liberada apds centrifugacdao a 1500 x g por 15 min. A analise foi feita

em triplicata.
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Capacidade de retengdo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) foi determinada de acordo com método
descrito por Li et al. (2023), com algumas modificagdes. Amostras de hidrogéis (2 g, p;) foram
secas em estufa (Fanem, Modelo 320-SE, Sao Paulo, Brasil) a 40 °C por 2 h e depois
centrifugadas (Centrifuga Excelsa II, Fanem, 206BL, Sao Paulo) a 4.000 rpm por 20 minutos.
Ap6s aretirada da 4gua com papel filtro, o restante da dgua foi pesado (p2). A CRA foi calculada

de acordo com a Equagao 3.

CRA= p;— p; A3)
2.2.7 Potencial hidrogenionico (pH)

A leitura de pH foi realizada utilizando-se pHmetro de bancada (Bante, modelo 920). A

leitura foi realizada em triplicata.
2.2.8 Avaliacdo morfolégica dos hidrogéis

A morfologia dos hidrogéis foi avaliada utilizando Microscopio Eletronico de Varredura
(JEOL JSM - 6360LV). Os parametros utilizados para analise, foram de acordo com o estudo
de Biduski et al., (2018). As amostras foram previamente liofilizadas e posteriormente, uma
pequena fracdo de cada amostra foi coletada, fixada em fita de carbono, pulverizada e revestida
com ouro. A analise de visualizacdo foi feita usando ampliagdo variando de 50 a 350 x com

uma voltagem de 5.0 V.
2.2.9 Analise do perfil de textura (TPA)

O TPA dos hidrogéis foi determinado de acordo com método descrito por Biduski et al.
(2018) com algumas modificagdes. Para isso, utilizou-se um analisador de textura texturdmetro
TAXTPLUS (Stable Micro Systems) e os dados coletados por meio do programa Exponent Lite,
versao 5.1.1.0, 2010, utilizando dois ciclos de compressdo. As amostras foram dispostas em
embalagens de pléstico de 100 ml (5 cm didmetro x altura 7 cm), a uma altura de 2 cm, todas
em quadruplicata e tiveram 50% da sua altura inicial comprimida em uma velocidade de 5
mm.s™! por uma sonda cilindrica de 35 mm de didmetro, com um periodo de atraso definido
(10s), entre o comego da segunda e o fim da primeira compressdo. As etapas da analise estao
representadas na Figura 2. Foram analisados os atributos dureza, coesividade, gomosidade,

resiliéncia e adesividade.
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Figura 2 - Fotos da andlise do perfil de textura TPA

Equipment used for TPA with the Start of analysis 1st compression cycle 2nd compression cycle Analysis completed
sample positioned

Fonte: dados da pesquisa

2.2.10 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros dos hidrogéis foram adquiridos em um Espectrofotdometro de
Infravermelho com Transformada de Fourier (Shimadzu, modelo IR-Prestige 21) equipado com
amostrador de Refletancia Total Atenuada (ATR). Este recurso possibilitou a inser¢do direta de
cada amostra para analise, sem preparo prévio. O equipamento foi configurado para realizar 20

varreduras, com resolucio igual a 1 cm™!, entre 4000 e 400 cm™
2.3 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e comparacio de
médias pelo teste de Tukey a um nivel de significincia de 5%. Todas as andlises foram

realizadas com o auxilio do programa SPSS 15.0 (SPSS Inc., EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao dos aspectos visuais, taxa de sinérese e capacidade de absor¢io de agua

dos hidrogéis

As fotografias dos hidrogéis elaborados a base de amido de sorgo e quitosana, com
diferentes proporcdes de acido citrico, gelatinizados por aquecimento, estdo apresentadas nas

Figura 3.

Figura 3 - Aspectos visuais das seis amostras de hidrogéis elaborados com amido de sorgo,
quitosana e diferentes proporgdes de acido citrico (AC)

Legenda: S1: hidrogel elaborado com 2% AC; S2: hidrogel elaborado com 3% AC; S3: hidrogel elaborado com
4% AC; S4: hidrogel elaborado com 6% AC; S5: hidrogel elaborado com 10% AC; S6: hidrogel elaborado com
0% AC.

Através das fotografias realizadas (Figura 3) das 6 amostras de hidrogéis, é possivel
observar diferengas nos aspectos visuais entre as elas, principalmente em relagdo a intensidade
da cor e consisténcia dos géis.

Apo6s a elaboragdo das seis amostras de hidrogéis, as mesmas foram submetidas ao

processo de reticulagdo fisica e os aspectos visuais estdo apresentados na Figura 4.
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Figura 4 - Aspectos visuais dos hidrogéis a base de amido de sorgo e quitosana com diferentes
proporgoes de ac1d0 citrico, apos processo de reticulagao fisica

Legenda: S: hidrogel elaborado com 2% AC; S2: hidrogel elaborado c A AC; S3: hirogel elaborado com
4% AC; S4: hidrogel elaborado com 6% AC; S5: hidrogel elaborado com 10% AC; S6: hidrogel elaborado com
0% AC.

Foi possivel observar que, apds serem gelatinizadas novamente em banho maria a 90 °C
por 30 minutos, as amostras S1, S2 e S5 apresentaram uma consisténcia mais firme e foi notada
a presenca de grumos. A amostra S6 (0% de acido citrico), também apresentou consisténcia
firme e colorag@o mais escura em relagdo as demais, além de presenga de grumos.

Ja as amostras S3 e S4, formaram um gel fluido, homogéneo, liso e sem a presenca de
grumos. Essas duas amostras, portanto, apresentaram melhores aspectos visuais em relagdo as
demais, com menores concentragdes de acido citrico (S1 e S2), com maior concentragao de
acido citrico (S5) e do que a amostra S6, sem adicao de &cido citrico, demonstrando que niveis
intermediarios de &cido citrico, foram suficientes para melhorar o processo de gelatinizagdo dos
hidrogéis compostos de amido de sorgo e quitosana, por fornecer um meio acido que promove
uma melhor solubilidade da quitosana (Saqib et al., 2022).

Essas diferengas observadas visualmente entre as amostras, podem estar relacionadas as
concentragdes de acido citrico (AC), que € um reticulante eficiente utilizado em hidroggis, nao
apenas devido a sua ndo toxicidade, mas também devido as ligagdes cruzadas estaveis que
forma com a quitosana e com o amido. Além disso, o AC ¢ amplamente acessivel e de
baixissimo custo, o que o torna um reagente muito interessante para aplicagdes industriais

(Almeida et al., 2022; Aswathy et al., 2023; Salihu et al., 2021).
Taxa de sinérese

As médias dos resultados da taxa de sinérese das seis amostras de hidrogel, estdo
representadas na Figura 5. Como ¢ possivel observar, as taxas de sinérese das seis amostras de
hidroggéis, com diferentes proporgdes de acido citrico, diferiram estatisticamente entre si, sendo

a amostra 6, sem adicao de acido citrico, a que apresentou a maior taxa de sinérese e a amostra
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5 com 10% de acido citrico, a menor. As amostras 1, 2, 3 e 4 tiveram a taxa de sinérese que

variou de 3,39 2 6,16 %.

Figura 5 - Taxa de sinérese (%) das seis amostras de hidrogéis elaborados com amido de
sorgo, quitosana e diferentes proporg¢des de acido citrico (AC)

Taxa de sinérese (%)

s2 3.39e
s3 5.71c
s4 6,16b

s5 I 0.35f

Legenda: S1: hidrogel elaborado com 2% AC; S2: hidrogel elaborado com 3% AC; S3: hidrogel elaborado com
4% AC; S4: hidrogel elaborado com 6% AC; S5: hidrogel elaborado com 10% AC; S6: hidrogel elaborado com
0% AC.

*Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de comparagao de médias (p < 0,05).

Lietal. (2023), ao desenvolverem hidrogéis com amido de milho e tapioca, encontraram
taxa de sinérese entre 1 e 9 %, valores proximos aos encontrados na presente pesquisa. Os
autores justificaram esses valores devido a presenga de amidos no sistema, exercendo um forte
efeito na minimizacdo da sinérese durante o processo de congelamento-descongelamento,
reduzindo a dgua disponivel para formar cristais de gelo, levando a diminuigao significativa da
taxa de sinérese.

No presente estudo, foi observado que a amostra 5 apresentou a menor taxa de sinérese,
contendo a maior concentrag¢ao de acido citrico, 10%. Por outro lado, a amostra 6, sem adi¢gao
de acido citrico em sua composicao, exibiu a maior taxa de sinérese, atingindo 9,75%, o que
demonstra a influéncia do AC na reten¢do da 4gua dos hidrogéis, por participar no processo de
reticulagdo e na formacdo de uma rede tridimensional, com elevada capacidade de retencao
hidrica (Almeida et al., 2022; Aswathy et al., 2023).

Ap0s a elaboracao das 6 amostras de hidrogel, as mesmas foram liofilizadas, fotografas

(Figura 6a) e intumescidas em dgua por 24h e fotografas novamente (Figura 6b).



78

Figura 6 - Hidrogéis liofilizados (a) e intumescidos (b)

Legenda: la e 1b: 2% AC; 2a e 2b: 3% AC; 3a ¢ 3b: 4% AC; 4a ¢ 4b: 6% AC; 5a ¢ 5b: 10% AC; 6a e 6b: 0%
AC.

Durante a avaliag@o visual dos hidrogéis liofilizados (Figura 6a) e intumescidos (Figura
6b), foi possivel observar que as 6 amostras apresentaram estrutura estavel e integra apos a
imersdo em 4agua. No entanto, as amostras com a adi¢@o de 4cido citrico (1b, 2b, 3b, 4b e 5b),
revelaram-se mais resistentes, apos intumescimento, demonstrando a fun¢ao do mesmo em
potencializar a gelatinizagdo (Saqib et al., 2022). A absor¢ao de agua e a integridade estrutural
dos hidrogéis sdo importantes caracteristicas para definir sua aplicagdo final (Biduski ef al.,

2018).
Capacidade de absor¢do de dgua dos hidrogéis

Os valores de peso em gramas dos hidrogéis liofilizados (peso seco), intumescidos (peso
inchado) e a diferenga entre eles estdo apresentados na Figura 7. As seis formulacdes exibiram
uma elevada absor¢do de agua, evidenciando a alta capacidade de absorcdo de &gua,

caracteristica de hidrogéis.

Figura 7 - Capacidade de absor¢ao de dgua das seis amostras de hidrogéis elaborados com
amido de sorgo, quitosana e diferentes proporg¢oes de acido citrico (AC)

Capacidade de absorcio de agua (g)

pesoinchado  ®peso seco

26,91
24,84

23,15 22,60
1920 20,00
20,95 17,46 17,95 24,47 20,58 22,80
2,2 1,74 2,05 2,44 2,03 2,04
Il =s b B = e
87 82 83 Sy 85 Se

Legenda: S1: hidrogel elaborado com 2% AC; S2: hidrogel elaborado com 3% AC; S3: hidrogel elaborado com
4% AC; S4: hidrogel elaborado com 6% AC; S5: hidrogel elaborado com 10% AC; S6: hidrogel elaborado com
0% AC.
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Os resultados da capacidade de absor¢do de agua dos hidrogéis foram tabulados na
Tabela 2 e diferiram estatisticamente entre si. Observa-se que os valores variaram de 875,37 a
1119,10 % entre as amostras, indicando uma alta capacidade de absor¢ao de dgua para todos os
hidrogéis desenvolvidos. Entretanto, a amostra 6 apresentou a maior capacidade de absorgao,

enquanto a amostra 3 mostrou a menor.

Tabela 2 - Capacidade de absor¢do de dgua dos hidrogéis (%)

Amostra Capacidade de absorc¢ao de agua (%)
S1 (2% AC) 952,24¢
S2 (3% AC) 1002,33¢
S3 (4% AC) 875,37"
S4 (6% AC) 1001,84¢
S5 (10% AC) 1016,28°
S6 (0% AC) 1119,10?

*Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de comparacdo de médias
(p <0,05).

A capacidade de absor¢do de 4gua ¢ uma importante caracteristica de hidrogéis, mas a
capacidade de retengdo de agua, com menor taxa de sinérese ¢ um fator determinante para
avaliar a qualidade do hidrogel e a eficiéncia do processo de reticulacao, em que ¢ formada uma
rede tridimensional com alta capacidade de absor¢do e retengdo hidrica (Li et al., 2023;
Maniglia et al., 2020a).

Devido a esses fatores, apesar de a amostra S6, sem adicdo de 4cido citrico, ter
apresentado a maior capacidade de absorcao de agua (1119,10 %), ela também apresentou a
maior taxa de sinérese entre as amostras (9,75 %), como foi apresentado anteriormente na
Figura 5, o que ndo ¢ desejavel, demonstrando a influéncia do acido citrico no processo de
reticulagdo dos hidrogéis elaborados e, consequentemente, na capacidade de absorcdo e
retencao hidrica (Almeida et al., 2022; Aswathy et al., 2023).

As amostras S1 (2% AC) e S2 (3% AC), apresentaram capacidade de absor¢ao de dgua
de 952,24 e 1002,33 % e baixa taxa de sinérese (4,41 e 3,39 %), demonstrando que baixas
concentragdes de acido citrico sdo suficientes para aumentar a retencdo de dgua. O mesmo
ocorreu na amostra S5 (10% AC), que apresentou uma capacidade de absor¢ao de agua de
1016,28 %, baixa taxa de sinérese (0,35 %), mas como foi demonstrado na analise dos aspectos
visuais, essas amostras apresentaram uma consisténcia mais firme e foi notada a presenca de

grumos, o que pode ser uma desvantagem, dependendo da aplicacdo desejada.
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As amostras S3 (4% AC), apresentaram a menor capacidade de absor¢do de agua, mas
apesar disso, foi elevada, visto que ela absorveu 875,37 % em agua e apresentou uma taxa de
sinérese baixa (5,71%), demonstrando que niveis intermedidrios de &4cido citrico ja sdo
suficientes para aumentar a eficiéncia do processo de reticulagdo da formulagao de hidrogel. O
mesmo ocorreu com a formulagdo S4 (6% AC), que apresentou uma capacidade de absor¢ao
de 4gua de 1001,84 % e taxa de sinérese de 6,16 %.

Essas duas amostras (S3 e S4), foram as que obtiverem melhores aspectos visuais em
relagdo as demais, pois formaram um gel fluido, homogéneo, liso € sem a presenga de grumos
como demonstrado na Figura 4. Biduski et al. (2018), ao desenvolverem hidrogéis a base de
amido de arroz reticulado quimicamente, encontraram valores de capacidade de absor¢do de
agua de 609,98, 862,85 ¢ 1277,99 %, valores proximos aos encontrados no presente estudo.

O processo de reticulagdo fisica e as concentragdes de acido citrico, podem interferir na
interagdo amido-quitosana. Como essa interagdo ocorre apenas por ligagcdes de hidrogénio, a
presenga do acido citrico pode aumentar o nimero de ligagdes de hidrogénio melhorando a
estabilidade da rede de tridimensional, caracteristica de hidrogéis (Biduski ef al., 2018; Jiang
etal., 2024; Lietal., 2023).

A solubilidade do amido ¢ resultado da lixiviagdo de amilose, que se dissocia e se
difunde para fora do granulo de amido durante o intumescimento e do processo de retrogradacio
do amido, devido ao teor de amilose e comprimento da cadeia das moléculas (Klein e al., 2013;
Liu et al., 2014).

Em estudo que avaliou o teor de amilose em amido de sorgo branco, cultivar BR 501, o
mesmo utilizado neste estudo, Vieira et al. (2020) encontraram teor de amilose de 26,88 %,
caracterizando como médio teor de amilose, o que corrobora os resultados de capacidade de
absor¢ao de dgua relatados por Biduski ef al. (2018), que avaliaram a capacidade de absor¢ao
de 4gua em hidrogéis a base de amido de arroz de baixo, médio e alto teor de amilose. Os
hidrogéis que apresentaram melhores resultados, foram os provenientes do amido de baixo e
médio teor de amilose e o hidrogel com alto teor de amilose se dissolveu completamente em
agua.

Esses fatores demonstram que o amido de sorgo (cultivar BR 501) ¢ uma excelente
alternativa para a elaboracdo de hidrogéis com alta capacidade de absorcdo de agua. Em
aplicagdes como na liberagdo controlada de compostos, hidrogéis com solubilidade parcial e
alta capacidade de absorcao de agua podem ser empregados para regular a liberagdo de agentes

bioativos (Biduski e al., 2018). Sendo assim, a amostra que apresentou o melhor pardmetro em
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relacdo a capacidade de absor¢do de 4gua no presente estudo, com baixa taxa de sinérese, foi a

S3 com 4 % de acido citrico.

3.2 Determinacio da atividade de agua, liberacio de agua e capacidade de retencio de

agua dos hidrogéis

Os valores de atividade de 4dgua (ay), taxa de liberacao de 4gua expressos em grama de

agua/100 g de gel e capacidade de retencdo de agua (CRA), estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade de agua (aw), taxa liberagdo de agua e capacidade de retencdo de dgua

(CRA) dos hidrogéis
Amostra ayw leerag:(z;}) )de agua CRA (g)
(1]
S1 (2% AC) 0,996 + 0,001 0,08 + 0,034 0,03 +0,01°
S2 (3% AC) 0,996 + 0,002%° 0,13 +0,03¢ 0,03 + 0,00°
S3 (4% AC) 0,995 + 0,002° 16,03 £0,21¢ 0,16 + 0,08°
S4 (6% AC) 0,997 + 0,001 25,35 + 1,90 0,41 0,07
S5(10% AC) 0,998 +0,001° 21,90 £ 1,11° 0,44 +0,11°
S6 (0% AC) 0,999 + 0,001? 0,14 + 0,129 0,05 + 0,02°

* Média = desvio padrao. Médias seguidas da mesma letra minuscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
comparagdo de médias (p < 0,05).

Atividade de dgua (aw)

A atividade de 4gua (aw) ¢ uma medida importante da 4dgua livre disponivel para o
crescimento microbiano em matrizes alimentares. A a, € avaliada numa escalade O a 1, onde 1
representa a agua pura (Sun ef al., 2024; Zhang et al., 2024).

Os valores de a, entre as amostras, variaram entre 0,995 + 0,002 a 0,999 + 0,001,
caracterizando uma elevada aw, visto que ficaram proximo de 1. As amostras S1 (2% AC); S2
(3% AC); S3 (4% AC); S4 (6% AC) e S5 (10% AC) apresentaram valores de a, que variaram
entre 0,995 + 0,002 a 0,998 + 0,001 e ndo diferiram entre si estatisticamente.

A aw (0,995 + 0,002) da amostra S3 (4% AC), diferiu estatisticamente apenas da a,,
(0,999 £ 0,001) da amostra S6 (0% AC). Valores elevados de atividade de 4gua em hidrogéis
ja sdo esperados, visto que trata-se de uma suspensao de polimero, no caso deste estudo o amido,
com elevada capacidade de retencdo de agua. Além disso, os hidrogéis de amido sdo
caracterizados como uma matriz polimérica hidrofilica com uma estrutura tridimensional
reticulada por processos fisicos ou quimicos. Essa estrutura permite a absorc¢ao significativa de
agua ou solugdes aquosas, mantendo sua integridade sem se dissolver (Chen ef al., 2021; dos

Santos et al., 2023).
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Devido ao elevado valor de atividade de 4dgua dos hidrogéis desenvolvidos,
caracterizando um produto altamente susceptivel ao crescimento de microrganismos, torna-se
importante adicionar compostos como a quitosana por exemplo, que demonstrou ter atividade
antifingica e propriedades antimicrobianas durante o armazenamento (Fernandes et al., 2020).
Quando a mesma ¢ solubilizada em meio acido (exemplo: 4cido citrico), fornece mais uma
barreira para o crescimento de microrganismos (Wu et al., 2023), trazendo aos hidrogéis
desenvolvidos, um carater acido. Ambos os compostos foram utilizados na elaboracao dos

hidrogéis no presente estudo.
Liberagado de agua (%)

Ja em relagdo a liberagdo de dgua dos hidrogéis, as seis amostras apresentaram valores
que variaram de 0,08 £ 0,03 a 25,35 = 1,90 %, havendo diferenca estatisticamente significativa
entre eles. As amostras S1 (2% AC), S2 (3% AC) e S6 (0% AC), apresentaram os menores
valores de liberagao de agua (0,08 £ 0,03, 0,13 £ 0,03 ¢ 0,14 £ 0,12 %, respectivamente).

Maniglia et al. (2020a) desenvolveram hidrogéis a base de amido de trigo modificado
por aquecimento a seco (DHT) e encontraram valores que variaram de 3,62 + 0,13 a 7,38 £ 0,71
g agua/100 g gel, valores semelhantes aos encontrados neste estudo, nas formulagdes com
menor sinérese.

A amostra S4 (6% AC) apresentou o maior valor de libera¢dao de dgua entre as amostras
(25,35 £ 1,90 %), enquanto as amostras S3 (3% AC) e S5 (10% AC), apresentaram 16,03 +
0,21 21,90+ 1,11 % de liberagao de agua. Todos esses valores diferiram estatisticamente entre
Si.

Wu et al. (2022) elaboraram hidrogéis de copolimero de acrilamida de cloreto de
acriloiloxietil trimetilamonio (AM/DAC) e relataram que a liberagdo de agua variou de 0 a
40,5%, nas diferentes formulacdes, em funcdo da temperatura. Valores proximos aos
encontrados nesse estudo, sendo que a maior liberagdo de agua dos hidrogéis do presente estudo
foi de 25,35 %.

Durante o resfriamento dos géis de amido, a retrogradacdo molecular e a tendéncia de
cristalizacdo da amilose liberam agua dos géis (Maniglia et al., 2020b). Este ¢ um parametro
importante para avaliar a estabilidade do gel formado. Além disso, hidrogéis a base de amido
fornecem forte efeito na minimizacao da liberagao de dgua apos o processo de congelamento-
descongelamento, reduzindo a agua disponivel para formar cristais de gelo, levando a

diminuicao significativa da taxa de libera¢ao de dgua (Li et al., 2023).
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Capacidade de retengdo de agua (CRA)

A capacidade de retengdo de agua dos hidrogéis, foi determinada através do valor de
perda de agua (PA) em gramas, conforme apresentado na Tabela 3. Os valores de PA variaram
entre 0,03 a 0,44 g entre as seis amostras de hidrogel. As amostras S1 (2% AC), S2 (3% AC),
S3 (4% AC) e S6 (0% AC), foram as que apresentaram a menor PA (0,03 + 0,01, 0,03 + 0,00,
0,16 = 0,08 e 0,05 + 0,02 respectivamente), sendo iguais entre si, estatisticamente e diferentes
dos valores de PA das amostras S4 (6% AC) e S5 (10% AC), que tiveram a maior PA (0,41 £
0,07 € 0,44 + 0,11 respectivamente), sendo esses valores iguais estatisticamente.

Esses resultados indicam que, menores concentragdes de acido citrico sdo suficientes
para promover um aumento na capacidade de retengdo de agua dos hidrogéis e podem ser
relacionados com a taxa de liberacdo de dgua, visto que, como apresentado anteriormente
(tabela 3), as formulagdes S4 e S5 também apresentaram uma maior liberacao de dgua (25,35 ¢
21,90 %, respectivamente).

Isso demonstra que a capacidade de retengdo de dgua ¢ influenciada pela concentragao
de 4cido citrico entre as diferentes amostras (Biduski ef al., 2018; Jiang ef al., 2024), mas que
maiores concentragdes (6 a 10 %), pioram essa capacidade, evidenciando que concentragdes
entre 2 a 4% de AC, sdo suficientes para manter a capacidade de retencdo de dgua, assim como
ocorreu na amostra sem a adi¢ao de AC, melhorando outros aspectos dos géis (j& discutidos nos

resultados apresentados nesse estudo) e mantendo a capacidade de retengao de agua.
3.3 Potencial hidrogenionico (pH)

As amostras de hidrogel apesentaram pH, que variaram de 3,36 + 0,01 a 7,66 = 0,01,
diferindo estatisticamente, conforme demonstrado na Tabela 4. Devido ao processo de
elaboragdo por meio de gelatinizagdo por aquecimento, com adi¢do de acido citrico, justifica-

se o pH de carater 4cido das formulagdes com maiores concentragdoes de AC (S2, S3, S4 e S5).

Tabela 4 - Potencial Hidrogenionico (pH) dos hidrogéis

Amostra pH
S1 (2% AC) 6,23 +0,01°
S2 (3% AC) 5,19 + 0,00
S3 (4% AC) 430+0,019
S4 (6% AC) 3,82 +0,01¢
S5 (10% AC) 3,36 £ 0,01f
S6 (0% AC) 7,66 £ 0,01°

*Média + desvio padrao. Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
comparag¢do de médias (p < 0,05).



84

O pH das amostras diminuiu, conforme a concentracdo de acido citrico aumentou, sendo
a S5 (10% AC) a que apresentou o menor valor de pH, ou seja, mais acido (3,36 + 0,01) ea S1
(2% AC), apresentou o maior pH (6,23 + 0,01), dentre as amostras com adicao de 4cido citrico.
A S6 (0% AC), ou seja, a amostra controle, sem adicdo de acido citrico, apresentou pH mais
proximo da neutralidade (7,66 + 0,01).

Lima et al. (2020) elaboraram hidrogéis com amido de mandioquinha salsa, modificado
por tecnologia de ozonio e o pH variou de 4,0 a 8,5, valores proximos aos encontrados nesse
estudo. Em outro estudo conduzido por Maniglia et al. (2020a), que desenvolveram hidrogéis
a base de amido de trigo modificado por tratamento de aquecimento a seco (DHT), encontraram
valores de pH que variaram de 5,90 £ 0.10 a 6,06 + 0.15, valores proximos as formulacdes F1
(2% AC) e F2 (3% AC), encontrados na presente pesquisa.

Ja em estudo desenvolvido por Lima ef al. (2020), com hidrogéis de fécula de mandioca
ozonizada, os autores relataram valores de pH de 5.23 £0.11, 5,32 +0,17 ¢ 5,45 £ 0,19, valores
proximos ao mensurado na formulagdo F2 com 3% de 4cido citrico, do presente estudo.

Maniglia et al. (2019) desenvolveram hidrogéis a base de amido de mandioca ozonizado
e encontraram valores de pH 4,00 e 5,00. Os autores associaram a redu¢do do pH ao maior teor
de carboxilas, um grupo funcional de natureza acida.

E bem conhecido que as cadeias de amilose ¢ amilopectina (glicose) do amido sdo
hidrolisadas pela adi¢do de acidos (Hirashima et al., 2012). A adi¢dao de um meio acido, como
o acido citrico dissolvido em 4gua destilada, pode auxiliar no desenvolvimento de hidrogéis
sensiveis ao pH, podendo ser utilizado para modular a liberagdo de compostos bioativos, além
de minimizar o crescimento de microrganismos (de Lima et al., 2016; Wu et al., 2023).

Portanto, a elaboracdo de hidrogéis de amido em meio acido (com adi¢ao de acido
citrico, por exemplo), mostra-se promissora para melhorar a gelatinizagdo das suspensdes de

amido e quitosana, como realizado no presente estudo.
3.4 Avaliacio morfoldgica dos hidrogéis

A morfologia permite avaliar subjetivamente a formacao de estruturas porosas ou nao
na rede tridimensional dos hidrogéis (Biduski ef al., 2018). A estrutura interna dos hidrogéis
elaborados com amido de sorgo, quitosana e diferentes concentragdes de acido citrico,

reticulados fisicamente, estdo apresentados na Figura 8.
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Figura 8 - Morfologia dos hidrogéis de amido de sorgo, quitosana e diferentes proporc¢des de acido, citrico (AC)
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Legenda: Imagens em diferentes ampliagdes (1a 2% AC X75; 1b 2% AC X350; 2a 3% AC X50; 2b 3% AC X350; 3a 4% AC X50; 3b 4% AC X350; 4a 6% AC X50; 4b 6%
AC X350; 5a 10% AC X50; 5b 10% AC X100; 6a 0% AC X100; 6b 0% AC X350).
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Em geral, os hidrogéis apresentaram microporos com formatos irregulares e
regulares, superficie esponjosa e rugosa. De acordo com Lima-Tendrio et al., (2015), este
tipo de morfologia em hidrogéis, formam um caminho ao longo de toda a estrutura,
permitindo o transporte de agua através do hidrogel e, possivelmente aumentando sua
absor¢do, como observado na Tabela 2 ¢ também devido a formacgao e crescimento de
cristais de gelo durante o congelamento (Lenie et al., 2024; Zhu, 2019).

Em estudo desenvolvido por Azadikhah & Karimi (2022), que avaliou hidrogéis
de alcool polivinilico (PVA), quitosana e acido tanico, demonstrando que todos os
hidrogéis apresentaram estruturas esponjosas, com paredes de poros nanométricas. Os
autores atribuiram esse comportamento a reticulacdo fisica, indicando que o
congelamento e descongelamento dos hidrogéis a base de PVA, promoveram a formagao
de ligagdes de hidrogénio entre cadeias poliméricas, evidenciando a formacdo de
estruturas altamente porosas, caracteristicas também observadas no presente estudo.

Na Figura 5 (a) e (b), associada a maior concentraciao de acido citrico (AC), ¢é
possivel observar microporos sobrepostos que formam uma rede interconectada, mais
numerosos e dispostos de maneira mais ordenada. Essa caracteristica morfologica
permite, a formagao de um caminho continuo em toda a estrutura, facilitando o transporte
de 4gua através do hidrogel e, consequentemente, contribuindo para o aumento de sua
capacidade de absorcao, explica Biduski ef al. (2018) em seu estudo. A rede de poros
interligados, facilita a difusdo de solutos e a transferéncia eficiente de massa em varias
aplicagdes (Alkhursani ef al., 2024).

O hidrogel elaborado com amido de sorgo e quitosana, sem adicdo de AC,
apresentou microporos interligados mais uniformes, com geometria de poros
arredondados regulares. Esses poros estdo dispostos em uma superficie mais densa e lisa,
como evidenciado na Figura 6 (a) e (b). A pesquisa de Chen et al. (2022) destacou que, o
hidrogel de amido de milho nativo, também apresentava uma rede interligada em sua
morfologia interna, semelhante ao observado neste estudo.

No entanto, a presenca de poros maiores facilita a penetracdo da 4gua na estrutura
dos hidrogéis, aumentando sua capacidade de intumescimento (Chang et al., 2010), o que
foi observado em todos os hidrogéis elaborados com acido citrico (figuras la, 1b, 2a, 2b,
3a, 3b, 4a, 4b, 5a e 5b), evidenciando a importancia desse componente em intensificar a
reticulacdo, ou seja, a formacao de uma rede tridimensional, nos hidrogéis desenvolvidos,

com elevada capacidade de absorc¢ao de 4gua (Demitri et al., 2008; Raucci ef al., 2015).
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As figuras 8a e 8b comprovam que, quanto maior a concentragao de acido citrico,
mais intensa serd a formagao da rede formada e maiores e mais numerosos serao 0s poros,
aumentando assim, a capacidade de absor¢ao e retencdo de dgua do hidrogel, conforme
evidenciado anteriormente nas Tabelas 2 e 3.

Atualmente, o acido citrico vem ganhando muita atencdo dos pesquisadores
devido a sua biocompatibilidade, quimica versatil, disponibilidade e baixo custo e tem
sido considerado um reticulador verde. Em virtude de seus trés grupos carboxilicos
(COOH) e um grupo hidroxila (-OH), o acido citrico pode participar ativamente nas
interacdes de ligagdes de hidrogénio com outras redes poliméricas e melhorar suas
caracteristicas (Aswathy et al., 2023; Salihu et al., 2021).

Sendo assim, a analise morfoldgica dos hidrogéis elaborados a base de amido de
sorgo, quitosana e diferentes concentracdes de acido citrico, reticulados fisicamente,
demonstrou a eficiéncia do processo de reticulagdo fisica em promover o
desenvolvimento da rede tridimensional polimérica e a adicdo de acido citrico,
potencializou essa formagdo, permitindo a elaboragdo de hidrogéis altamente porosos,

com elevada capacidade de absorcao e retengdo de agua.
3.5 Analise do perfil de textura (TPA)

Os perfis de textura dos hidrogéis a base de amido de sorgo, quitosana e diferentes
concentragcdes de acido citrico estdo apresentados na Tabela 5. As 6 amostras de
hidroggéis, apresentaram comportamento semelhante quanto a resiliéncia e adesividade,
ndo diferindo significativamente entre si (p > 0,05). J4 em relagdo aos parametros dureza,
coesividade, gomosidade e flexibilidade, houve diferenca significativa entre as amostras.

A textura dos géis € examinada por seus varios parametros, como dureza, coesao,
gomosidade, resiliéncia, adesividade e flexibilidade. Destes, a dureza e a coesdo
determinam a integridade estrutural dos géis, enquanto os outros fatores sao derivados
deles. A dureza ¢ definida como a for¢ga maxima necessaria para deformar uma amostra

durante a compressao inicial (Barrangou et al., 2006; Mahajan et al., 2021).
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Tabela 5 - Perfil de analise em textura dos hidrogéis elaborados com amido de sorgo, quitosana e diferentes proporc¢des de acido citrico (AC)

Amostra
Parimetros S1 S2 S3 S4 S5 S6
(2% AC) (3% AC) (4% AC) (6% AC) (10% AC) (0% AC)

Dureza 438,16+ 194,70 199,09 +44,22°  33514+79,39® 261,72+ 66,69 136,58 +12,29° 218,58 + 46,86°
Coesividade 0,34 £0,01° 0,40 £ 0,03° 0,37 £0,02° 0,36 + 0,07° 0,56 + 0,07% 0,38 +0,01°
Gomosidade 144,81 £ 58,63 80,00+ 16,78 122,63 +22,97® 93,00 = 19,96 75,33 + 5,09° 83,57 £ 15,11%

Resiliéncia 0,04 + 0,012 0,04 + 0,00 0,05 + 0,00° 0,05 0,012 0,04 = 0,00° 0,04 + 0,012

Adesividade 12436 £29,61* 129,37 +49,88° 177,57 + 65,36 96,02 + 24,512 138,12 +45,14* 102,50 + 44,22°
Flexibilidade 0,95 + 0,022 0,94 + 0,02 0,95 + 0,032 0,90 + 0,03" 0,94 +0,01%° 0,92 £ 0,012

*Média + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra minascula nas linhas nao diferem entre si pelo teste de comparagdo de médias (p < 0,05).
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Os valores de dureza dos hidrogéis variaram de 136,58 + 12,29 a 438,16 + 194,70. A
amostra S1 com menor concentracao de AC (2%), diferiu estatisticamente das amostras S2 (3%
AC), S5 (10% AC) e S6 (0% AC), apresentando maior dureza. Isso demonstra que uma menor
adicao de AC foi suficiente para produzir um gel mais firme, devido ao processo de reticulagao
intensificado por esse acido. No entanto, esse resultado também demonstrou que ao aumentar
a concentracao de 4cido citrico, isso nao influenciou na firmeza dos hidrogéis, sendo os valores
estatisticamente iguais entre as amostras S1, S3 e S4, com 2, 4 ¢ 6% de AC, respectivamente.

Esses valores foram maiores e estatisticamente iguais nas amostras S1 (2% AC), S3 (4%
AC) e S4 (6% AC), isso demostra que essas amostras apresentaram um gel mais firme em
relacdo as demais. Zhu et al. (2020), ao avaliarem a dureza em géis a base de amidos de batata,
batata doce e quinoa, encontraram valores que variaram de 20,9 a 62,7, que foram inferiores
aos encontrados no presente estudo, o que demonstra que, hidrogéis elaborados com amido de
sorgo, apresentam-se mais firmes.

Em estudo que avaliou o perfil de textura em hidrogéis de amido de arroz, nativos e
intercruzados, por método de gelatinizagdo por aquecimento, (Biduski et al., 2018) encontraram
valores de dureza de 41,94 para o amido nativo e 563,24 para o intercruzado, demonstrando
que o processo de intercruzamento permitiu a formagdo de hidrogéis mais rigidos. Esse
resultado, corrobora ao encontrado no presente estudo para o mesmo parametro, demonstrando
que, mesmo utilizando amido nativo de sorgo, a reticulagao fisica por ciclos de congelamento-
descongelamento, foi eficiente para produzir géis firmes. Além disso, géis com alto valor de
dureza sdo referidos como tendo alta integridade estrutural, enquanto o gel com menor dureza
perde estrutura com o passar do tempo (Mahajan et al., 2021).

O parametro textural de coesividade, também avaliado no TPA dos hidrogéis, esta
relacionado a medicao das forcas das ligagdes internas que constituem a estrutura final do
produto. Este parametro pode ser utilizado como indice para avaliar a aceitabilidade global de
produtos alimentares de amido. O menor grau de coesdo indica uma alta plasticidade ou baixa
elasticidade dos géis (Mahajan et al., 2021; Teng et al., 2013).

Os valores de coesividade variaram de 0,34 + 0,01 a 0,56 = 0,07 entre as amostras
analisadas. Em estudo que avaliou esse mesmo parametro, em hidrogéis de amido de arroz,
nativos e intercruzados, por método de gelatinizagdo por aquecimento, Biduski et al. (2018)
encontraram valores de 0,56 para o amido nativo e 0,71 para o intercruzado, associando esse
resultado a baixa coesividade dos hidrogéis do amido nativo, a fraca associac¢do intermolecular.

Este resultado foi similar ao encontrado neste estudo, em que o maior valor de

coesividade (0,56 = 0,07), foi da amostra S5, com maior concentracdo de acido citrico, em
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relacdo as demais. Isso demonstra que, uma maior concentragdo de AC foi capaz de intensificar
as ligacdes internas do amido de sorgo e quitosana, promovendo interagdes mais intensas entre
as cadeias. Além disso, o valor de pH também pode ter influenciado esse resultado. A redugdo
do pH, promovida pela maior adi¢ao de acido citrico no presente estudo, pode levar a formagao
de géis, que sdo dificeis de deformar (Hirashima et al., 2012).

Zhu et al. (2020), ao avaliarem a coesividade em géis a base de amidos de batata, batata
doce e quinoa, encontraram valores que variaram de 0,34 a 0,68, proximos aos encontrados no
presente estudo.

Em relagdo a gomosidade, este parametro textutal ¢ importante para produtos
alimenticios semissolidos, que ¢ expresso pela multiplicagdo dos valores de dureza e
coesividade. Valores mais elevados de gomosidade indicam maior dureza e menor coesdo nos
produtos alimenticios (Chandra & Shamasundar, 2015).

Biduski et al. (2018) ao avaliarem esse mesmo parametro em hidrogéis de amido nativo
de arroz, encontrou valor de 19,71, inferior ao relatado no presente estudo. Em outro estudo
que desenvolveu hidrogéis a base de amido de milheto, Mahajan et al. (2021) encontraram
valores de 11,81 a 52,01 para o parametro de textura gomosidade. Isso demonstra que os
hidrogés a base de amido de sorgo, quitosana e diferentes concentragdes de acido citrico,
elaborados na presente pesquisa, resultaram em géis mais firmes.

A gomosidade ¢ a energia necessaria para a desintegracdo do alimento e esta diretamente
relacionada ao teor de amilose do amido, ou seja, quanto maior o teor de amilose, maior € a
forca necessaria para desintegragdo do gel. Isso se deve ao fato de que as cadeias lineares de
amilose tendem a formar ligacdes intermoleculares mais fortes. O valor ndo deve ser muito
elevado, pois tornara o produto inaceitavel pelos consumidores (Mahajan et al., 2021).

O amido se sorgo utilizado no presente estudo para a elaboracdo dos hidrogéis, contém
uma média 26,88 %, caracterizando como médio teor de amilose (Vieira et al., 2020), o que
justifica os altos valores de gomosidade encontrados nas amostras. Sendo assim, as amostras
que obtiveram menores valores de gomosidade foram S2, S3, S4, S5 e S6, sendo estes,
estatisticamente iguais. Isso demonstra que a adigdo de 4cido citrico ndo influenciou na
gomosidade dos hidrogéis e foram as que apresentaram melhores resultados para o pardmetro
de textura gomosidade.

Quanto aos parametros texturais resiliéncia e adesividade, nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre as seis amostras de hidrogéis, demonstrando que o a

concentragdo de 4cido citrico, também nao influenciou nesses parametros.
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A resiliéncia ¢ a medida de recuperacdo da amostra apoés compressao, em termos de
forca derivada e velocidade, enquanto que a adesividade estd relacionada a formagdo de uma
estrutura mais resistente dos géis, ou seja, esta relacionada a forga que o gel exerce sobre a
pobre do equipamento, impedindo que ele volte (Biduski et al., 2018).

Esses resultados demonstram que os hidrogéis de amido de sorgo, quitosana, com
diferentes concentragdes de acido citrico, foram capazes de resistir as forcas de compressdo e
recuperar o tamanho e a forma iniciais apos os testes de TPA, evidenciando boa integridade e
alta resisténcia, independentemente da concentracao do acido citrico (Larrea-Wachtendorft et
al., 2020).

Ao analisar o parametro textural de flexibilidade, os valores encontrados foram de 0,92
+ 0,01 a 0,95 + 0,02, apresentando diferenca estatisticamente significativa apenas entre as
amostras S1 (2% AC) e S4 (6% AC), sendo a primeira maior em relagdo a segunda. Os
resultados indicaram que a concentracdo de acido citrico ndo influenciou na flexibilidade dos
hidrogéis, visto que a amostra sem adigdo de acido citrico S6, apresentou resultado
estatisticamente igual ao da amostra com a maior concentra¢ao de 4cido citrico S5 (10% AC).
A flexibilidade corresponde a capacidade da amostra em retornar ao seu estado original apds a

compressao.
3.6 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de ATR-FTIR das seis formulacdes de hidrogel elaboradas a base de amido
de sorgo, quitosana e diferentes propor¢des de acido citrico (AC), estdo apresentados na Figura
9.

A andlise de infravermelho dos hidrogéis desenvolvidos possibilitou identificar
caracteristicas especificas do amido e do &cido citrico. A identificacdo do amido se mostrou

mais simples devido a sua maior proporg¢ao.
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Figura 9 - Espectros de FTIR das seis amostras de hidrogéis elaborados com amido de sorgo,
quitosana e diferentes propor¢des de acido citrico (AC)

3308

Absorbéncia

Nimero de onda (cm?)

Legenda: S1: hidrogel elaborado com 2% AC; S2: hidrogel elaborado com 3% AC; S3: hidrogel elaborado com
4% AC; S4: hidrogel elaborado com 6% AC; S5: hidrogel elaborado com 10% AC; S6: hidrogel elaborado com
0% AC.

A presenca do amido se relacionou as seguintes bandas: 3308 cm’!, atribuida ao
estiramento O-H, tendo elevada amplitude devido a interagdes intermoleculares; 3000 e 2800
cm’! atribuida ao estiramento C-H; 1637 cm’!, atribuida a uma banda de flexdo do grupo
hidroxila da 4gua, indicando perfil hidroscopico do amido; 1459 e 1350 cm’, atribuidas a
deformacdo angular de grupos C-H; 1060 e 990 cm™, sendo caracteristicas de polissacarideos
e atribuidas a deformagdes do grupo C-O-C e flexdo do grupo O-H; 1016 cm’!, atribuida ao
estiramento C-OH; 575 cm™!, atribuida a0 modo de vibragdo do anel pirano das unidades de
glicoses do amido; 1639 cm’!, atribuida ao estiramento C=0 e 994 cm’!, atribuida ao
estiramento do grupo C-O-H (Odiongenyi et al., 2016; Ferreira-Villadiego et al., 2018).

O 4cido citrico, por sua vez, foi identificado pela banda em 1696 cm™, atribuida a um
dos seus estiramentos de carbonila (C=0)4. A ndo identificacdo da quitosana foi relacionada a
sua baixa propor¢ao na mistura e a semelhanca dos valores de parte das frequéncias de suas
bandas com as do amido (Garcia et al, 2011).

Por fim, ao comparar as proporcdes dos trés constituintes das amostras e os resultados
dos espectros de infravermelho, percebe-se que as amostras 4 € 5, de maior propor¢do de acido
citrico, tdm a banda em 1696 cm!, atribuida ao estiramento de um dos seus grupos C=O.
Portanto, misturas contendo 0,3 g ou mais de acido citrico em 5 g de amido e 0,5 g de quitosana

podem ter esse acido identificado via espectroscopia de infravermelho com amostrador de ATR.
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4, CONCLUSAO

O amido de sorgo demonstrou ser uma matéria prima promissora no desenvolvimento
de hidrogéis, utilizando a quitosana como agente gelificante e de acido citrico para promover o
meio acido e melhorar a gelatinizagdo, com excelentes caracteristicas, com formagao de géis
homogéneos, lisos, brilhantes e com elevada capacidade de absor¢do e retencdo de agua. A
analise morfologica dos hidrogéis desenvolvidos, demonstrou a eficiéncia do processo de
reticulagdo fisica, por ciclos de congelamento-descongelamento, formando uma rede
tridimensional que foi intensificada pela adicao do acido citrico. A analise de infravermelho
das formulacdes de hidrogéis possibilitou identificar bandas inerente a composicao da matéria
prima.

O perfil de textura dos hidrogéis, permitiu demonstrar que todas as formulagdes
resistiram ao processo de compressao de 2 ciclos em 50% da sua altura inicial, o que demonstra
a formacgao de géis firmes, coesos, com boa integridade e alta resisténcia. Foi possivel perceber
algumas diferencgas entre as formulagdes, que podem ser requeridas a depender da aplicagao ao
qual o hidrogel sera destinado. Dentre as 6 formulacdes desenvolvidas, as formulagdes que
apresentaram as melhores caracteristicas, como homogeneidade, valor de pH e auséncia de
grumos, foram as formulagdes F3 e F4, que sdo constituidas por concentra¢des intermedidrias
de acido citrico (4 e 6%), dentre as 6 formulagdes desenvolvidas, demonstrando que essas
concentracgoes sao suficientes para promover a melhora na gelatinizagao da suspensao de amido
de sorgo e quitosana, bem como em intensificar a rede tridimensional promovida pela
reticulagao fisica.

Por fim, o novo hidrogel elaborado neste estudo, reticulado fisicamente, ¢
ecologicamente sustentdvel, pois ndo envolve a adicao de reagentes quimicos. Além disso, o
uso do sorgo, como fonte ndo convencional de amido, promove a sustentabilidade. Dessa forma,
o hidrogel desenvolvido revelou-se uma matriz promissora para diversas aplicagdes,

contribuindo para o avanco da comunidade cientifica.
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Avaliac¢io do perfil quimico e da capacidade antioxidante da propolis verde, marrom e
preta

RESUMO

A composi¢do quimica da propolis varia entre os diferentes tipos, devido a vegetagdo especifica
encontrada nas proximidades das colmeias e as condigdes climaticas e edafoclimaticas em todo
o mundo. A propélis verde ¢ exclusiva do Brasil, produzida por abelhas, com a resina da planta
Baccharis dracunculifolia. A prépolis marrom ¢ uma variedade especifica produzida
principalmente no Nordeste do Brasil a partir da planta Hyptis divaricata, também conhecida
como "maria miraculosa". A propolis preta ¢ uma variedade de propolis produzida pelas abelhas
a partir da resina da planta conhecida como Jurema Preta (Mimosa hostilis benth). Neste estudo,
0s extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta foram analisados quanto a sua capacidade
antioxidante usando ABTS, FRAP e DPPH, e seus perfis quimicos foram determinados usando
espectrometria de massa em spray de papel. Entre os trés extratos, a propolis verde apresentou
o maior teor de fendlicos totais (2741,71 + 49,53 mg GAE. 100 g '), seguida pela propolis
marrom (1191,55 + 36,79 mg GAE. 100 g—1), e a propolis preta teve o menor teor (901,79 +
27,80 mg GAE. 100 g—1). Os trés tipos de propolis apresentaram alta capacidade antioxidante,
sendo que a verde apresentou a maior capacidade antioxidante para os trés métodos utilizados.
Usando espectrometria de massa em spray de papel, foi possivel sugerir a presenca de 116
substancias, incluindo flavonoides (56), fenilpropanoides (30), terpenos (25), acido carboxilico
(1), derivado de &cido benzdico (1), acido graxo (1), aminodcido (1) e alcaldide (1). As
substancias presentes nos extratos de propolis verde, marrom e escuro reforcam seu potencial
bioativo para aplicacdo em produtos alimenticios e farmacéuticos desses extratos.

Palavras-chave: extrato de propolis; substancias bioativas; EM/PS; potencial antioxidante
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1. INTRODUCAO

A propolis, também chamada de "cola de abelha", ¢ um produto natural coletado por
diferentes espécies de abelhas, entre elas Apis mellifera. E produzida através dos exsudatos
coletados de brotos e flores de diferentes espécies de plantas que crescem nas proximidades da
colmeia (Bobis, 2022; Schepetkin et al., 2022; Widelski et al., 2023). Esses exsudatos sao
transportados para a colmeia, mastigados pelas abelhas e misturados ao pdlen e a saliva da
abelha, contendo varias enzimas. Finalmente, apds a adi¢ao de cera de abelha, forma-se a
propolis bruta, composta por aproximadamente 50% de resinas, 30% de cera, 10% de Oleos
essenciais, 5% de pdlen e 5% de outras substancias e materiais, incluindo compostos organicos
(Pellati et al., 2011; Seibert et al., 2019; Touzani et al., 2021).

Os seres humanos fazem uso da propolis desde as primeiras civilizagdes. Os sacerdotes
do antigo Egito usavam continuamente a propolis como substancia medicinal e parte integrante
das esséncias de creme de embalsamamento. Posteriormente, persas, romanos € incas
empregavam a propolis para tratar infecgdes, como desinfetantes orais e como agente
antisséptico e cicatrizante no tratamento de feridas (Cuesta-Rubio et al., 2022; Giampieri et al.,
2022; Karagecili ef al., 2023; Soares et al., 2017).

As propriedades fisico-quimicas (densidade, cor, odor), perfil quimico e atividade
biologica de uma determinada amostra de propolis sdo determinadas por alguns fatores,
incluindo origem vegetal (precursora), clima, condigdes climaticas do ano de colheita e, as
vezes, a época da colheita (Widelski et al., 2023). Também ¢ classificado de acordo com a flora
onde as abelhas coletam as resinas, representando a matéria-prima para a produgdo de propolis
(Kurek-Gorecka et al., 2022).

A propolis verde brasileira vem da planta Baccharis dracunculifolia, também conhecida
popularmente como "alecrim do campo". E nativa das regides Sudeste e Sul do Brasil e tem
sido objeto de varios estudos para fins medicinais, fitoquimicos e farmacologicos (Gazim et al.,
2022; Moise; Bobis, 2020; Teixeira et al., 2023).

Essa variedade de prépolis possui mais de 200 compostos quimicos identificados. Dentre
eles, o polifenol artepillin C (4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) ¢ considerado a principal
substancia bioativa, e os fendlicos bacarina e drupanina sdo descritos como marcadores
quimicos para esse tipo de propolis, originarios da B. dracunculifolia (Altuntas; Giizel; Ozcelik,
2023; Falcao et al., 2023; Moise; Bobis, 2020).

No que diz respeito a propolis marrom, ela é produzida principalmente no Nordeste do

Brasil a partir de H. divaricata (Park; Alencar; Aguiar, 2002). Dembogurski et al., (2018)
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descreveram em sua pesquisa a caracterizagdo da propolis marrom, composta por flavonoides,
acidos graxos e acido fenilpropanoide, e seus derivados prenilados, como a artepillin C.

Este tipo de propolis € caracterizado por uma composi¢do rica em flavonoides sem
substituintes do anel B (por exemplo, pinocembrina, pinobanksina, galangina, crisina) e seus
¢ésteres, juntamente com fenilpropanoides e seus ésteres (por exemplo, éster feniletil de acido
cafeico, CAPE) (Falcao et al., 2023).

A propolis preta € produzida por abelhas a partir da resina da planta chamada Jurema
Preta (Mimosa Hostilis benth), uma arvore nordestina do Brasil (APIS-BRASIL, 2018). Em sua
pesquisa, Oliveira ef al., (2016) revelam que o acido 3,4-dihidroxibenzoico, a rutina e o acido
trans-cinamico s3o o0s principais compostos quimicos responsdveis pela capacidade
antioxidante e antibacteriana. Evidéncias de estudos in vitro e in vivo corroboram seus efeitos
farmacoldgicos: antioxidante, anti-inflamatorio, antimicrobiano, antidiabético, antitumoral,
neuroprotetor, gastroprotetor ¢ imunomodulador (Shahinozzaman et al., 2020).

Estudos recentes tém demonstrado a promissora capacidade antioxidante da propolis por
meio dos mecanismos de eliminagdo, neutralizagdo e remog¢ao de espécies reativas apos a
indugdo do estresse oxidativo e pela prevencao da peroxidacao lipidica (Berretta et al., 2023;
Tzankova et al., 2019).

Existem diferentes métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante de um produto.
Varios métodos in vitro tém sido aplicados para avaliar a capacidade antioxidante de produtos
vegetais. Recomenda-se a combinacdo de pelo menos dois métodos in vitro para produzir
informagdes mais confidveis sobre a capacidade antioxidante total de um alimento. O método
de reducdo de ferro FRAP (poder antioxidante redutor férrico), captura de radicais livres
ABTS+ (2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) e captura de radicais livres
DPPH DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) sdo, de acordo com a literatura, os mais utilizados
para determinar a capacidade antioxidante in vitro (Kurek-Gorecka et al., 2022; Rufino ef al.,
2010).

Varias técnicas podem ser utilizadas para uma caracterizagdo mais detalhada das
substancias antioxidantes presentes nas espécies vegetais, como a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida, que quantificam os compostos, combinados ou ndo, com a
espectrometria de massas (EM), que identifica o perfil dos compostos nas amostras. A ionizagao
ambiente pa-per spray (PS) destaca-se entre as técnicas de identificacdo (Correia et al., 2023;
Do Nascimento et al., 2021).

A espectrometria de massa por pulverizag¢do de papel (EM-PS) ¢ uma técnica eficiente e

de baixo custo para analisar o perfil quimico de substancias em matrizes complexas. Permite a
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rapida obtencdo de impressodes digitais de diferentes amostras sem gerar residuos quimicos. A
técnica usa ioniza¢do ambiente de spray de alta tensdo para registrar os analitos de um extrato
de solvente em papel (Correia et al., 2023).

O EM-PS ¢ semelhante a técnica de ionizagao por eletrospray (ESI) e tem sido aplicado
na deteccdo de fraudes, analise de pesticidas e caracterizagao fitoquimica de varios alimentos.
Esta técnica fornece uma abordagem rapida e versatil para analise de amostras complexas, com
uma ampla faixa de massa e preparagao minima de amostras (E Loyola et al., 2021).

As vantagens da espectrometria de massa em spray de papel variam de maior
replicabilidade a menor tempo de aquisicdo de dados para maior estabilidade do sinal. Neste
método, um solvente extrai os compostos presentes na matéria-prima. Assim, o arrasto dos
analitos extraidos ¢ registrado em papel e uma ionizag@o por spray ¢ usada, devido a alta tensdo
aplicada (Ramos et al., 2020).

A propolis €, portanto, uma importante fonte de substancias bioativas, com potenciais
efeitos benéficos a saide humana. No entanto, ndo ha relatos sobre a presenga e¢ dados
comparativos dos tipos de substancias fendlicas e capacidade antioxidante entre as diferentes
variedades de propolis brasileiras. Assim, ¢ essencial investigar a composi¢do quimica de
diferentes espécies e sua avaliacdo comparativa (E Loyola et al., 2021). Nesse contexto, ao
avaliar a capacidade antioxidante e o perfil quimico da préopolis verde, marrom e preta da regido
da Serra da Canastra, Bambui, Minas Gerais, o estudo busca contribuir para o conhecimento
cientifico desses produtos naturais e sua possivel aplicagdo em medicamentos e produtos de

saude e bem-estar.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material

As amostras de propolis (resinas) verde, marrom e preta utilizadas na pesquisa foram
doadas pela empresa Bee Propolis Brasil, oriundas de apiérios, cuja flora nativa € rica em
alecrim do campo (Baccharis dracunculifolia), coletadas na Serra da Canastra no municipio de
Bambui, Minas Gerais, (Latitude: 20°1'17" Sul, Longitude: 45°57'39" Oeste) em 2022. Além
disso, também foi realizado o registro da presente pesquisa no Sistema Nacional de Gestao do
Patrim6nio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), com o cddigo
AAOQ93FE. As amostras foram armazenadas separadamente em freezer a -18 °C até o momento

das analises.
2.2. Métodos
2.2.1. Obtencao dos extratos

O extrato aquoso foi escolhido para ser utilizado no presente estudo, devido a toxicidade
do metanol e a necessidade de uma etapa adicional de evaporagdo rotativa para o extrato
alcodlico. Isso reduz o nlimero de etapas no processo de extragdo, além do fato de que o extrato
aquoso ¢ o mais adequado para ingestao.

A extragdo dos compostos das amostras de propolis foi realizada de acordo com Rufino
et al. (2010), com modificagdes, para determinar o teor de fenolicos, avaliar a capacidade
antioxidante e analisar o perfil quimico. Para a obten¢ao dos extratos de propolis, pesou-se 1,0
g de cada amostra em tubo Falcon de 50 mL, ao qual foram adicionados 10 mL de agua
destilada. As amostras foram agitadas em agitador de tubos (Nova instruments, NI 1066,
Piracicaba, SP, Brasil) por 30 s e mantidas em repouso por 1 h em temperatura ambiente (25
°C). Posteriormente, a centrifugagado foi realizada em uma centrifuga (Mod Jouan BR4) por 20
min com rotag¢do de 25.407 x g. O sobrenadante foi transferido para microtubos (2 mL), e os
extratos foram armazenados em temperatura de congelamento (—18 °C) até o momento das
analises. Todo o processo de extrag@o e as analises da capacidade antioxidante foram realizadas

ao abrigo de luz e em triplicata.
2.2.2. Determinacio do teor de compostos fenolicos totais

O método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau foi utilizado (Singleton; Orthofer;

Lamuela-Raventos, 1998), com algumas modificacdes, para determinar o teor total de



104

compostos fenolicos dos extratos de propolis verde, marrom e preta. Os extratos foram diluidos
em solucdo de acetona a 70% (v/v) em tubos falcon de 10 mL cobertos com papel aluminio, e
5 mL de solugdo de Folin-Ciocalteau a 10% foram adicionados. Essa mistura foi
homogeneizada em um agitador de tubos (Nova instruments, NI 1066, Piracicaba, SP, Brasil)
por 5 s, e mantida em repouso por 5 min. Apds esse periodo, foram adicionados 4 mL de solucao
de carbonato de sodio a 7,5% (p/v) e os tubos foram incubados em temperatura ambiente por
60 min. Apos essa incubagao, a amostra foi lida a 760 nm em um espectrofotometro de absorgao
UV-visivel (Analytik Jena, Spekol 1300, Jena, Alemanha), usando solucdo de acetona a 70%
(v/v) como branco. O resultado foi expresso em equivalente de 4acido galico (mg GAE/100 g de

amostra).
2.2.3. Determinacio da Capacidade Antioxidante Total

Trés métodos foram utilizados para determinar a capacidade antioxidante total dos
extratos de propolis verde, marrom e preta: (1) reagdo com 2,2'-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH);
(2) captura do radical livre ABTS*+; e (3) reacdo de reducdo de ferro (FRAP, Ferric Reducing

Antioxidant Power).
Capacidade antioxidante por reagdo com o radical livre DPPH

A analise do DPPH foi realizada de acordo com o método oficial 2012.04 da AOAC,
(2012), com algumas adaptacdes. Trés diluicdes diferentes em triplicata foram preparadas em
tubos falcon de 10 mL: 20 pL, 40 pL e 60 pL de amostra para 980 uL, 960 puL e 940 uL de
metanol. Posteriormente, uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do extrato foi transferida
para tubos falcon de 10 mL com 3,9 mL do radical DPPH e homogeneizada em um agitador de
tubos. As amostras foram lidas a 515 nm em um espectrofotometro de absor¢ao UV-visivel
(Analytik Je-na, Spekol 1300, Alemanha), apds a redugdo da absorbancia até a estabilizagao. O
alcool metilico foi utilizado como branco para calibragdo do equipamento. Os resultados foram

expressos em valores de EC50 em g de amostra/g de DPPH.
Capacidade antioxidante pela captura do radical livre ABTS

A técnica descrita por Rufino ef al. (2010) foi empregada para determinar a capacidade
antioxidante por meio da captura de ABTS*+. Trés diferentes diluigdes de extratos de propolis
verde, marrom e preta foram preparadas em triplicata: 20 pL, 40 uL e 60 uL de amostra para

980 uL, 960 uL e 940 pL de alcool etilico. Em tubos falcon, uma aliquota de 30 puL de cada
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diluicdo do extrato com 3,0 mL do radical ABTS-+ foi transferida e homogeneizada em um
agitador de tubo. Apds a incubacdo por 6 min, a leitura da absorbancia foi realizada a 734 nm,

utilizando-se alcool etilico para calibrar o equipamento.
Capacidade antioxidante pela reac¢do de redugdo de ferro (FRAP)

O método FRAP foi realizado conforme descrito por Rufino et al. (2010). Foram
preparadas trés diferentes dilui¢des em tubos falcon de 10 mL, em triplicata, de extratos de
propolis verde, marrom e preta: 20 uL, 40 pL e 60 puL de amostra para 980 puL, 960 uL e 940
pL de agua destilada. Uma aliquota de 90 pL de cada dilui¢do do extrato foi transferida para
tubos falcon, e 270 pL de 4gua destilada foi adicionado. Posteriormente, foram adicionados 2,7
mL do reagente FRAP, e a mistura foi homogeneizada em um agitador de tubos e mantida em
banho-maria a 37 °C por 30 min. A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm em

espectrofotometro, e o reagente FRAP foi utilizado como branco para calibrar o equipamento.
2.2.4. Perfil quimico por espectrometria de massas por paper spray (EM/PS)

O perfil quimico dos extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta foi analisado
usando um espectrometro de massas LCQ (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado
com uma fonte de ionizagao por paper spray. Para a analise, foram aplicados 2 uL. das amostras
e 40 pL de metanol em papel cromatografico, cortados em formato triangular (equivalente a 1,5
cm) acoplados ao equipamento. As condi¢des instrumentais de analise foram as seguintes:
tensdo da fonte EM-PS igual a —3,5 kV (modo de ionizag¢do negativa) e +4,5 kV (modo de
ionizagdo positiva), tensdo capilar de 40 V, tensdo da lente do tubo de 120 V, temperatura do
tubo de transferéncia de 275 °C e faixa de massa de 100 a 1000 para os modos de ioniza¢ao
positiva e negativa. Foi feita uma comparacdo entre as razdes massa/carga (m/z) obtidas no
estudo com as encontradas na literatura por meio de fragmentagdo por espectrometria de massas
sequencial, a fim de identificar os compostos em analise. A energia de colisdo usada para
fragmentar os compostos varioude 15 a 40 V (Campelo et al., 2020; Garcia et al., 2021; Ramos

etal., 2023).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante

O teor de compostos fenodlicos totais e a capacidade antioxidante das amostras de propolis
verde, marrom e preta, de acordo com os métodos ABTS, FRAP e DPPH, sao apresentados na

Tabela 1.

Tabela 1 - Compostos Fenolicos Totais (CFT) e capacidade antioxidante da propolis

Analise
DPPH
Amostras CFT ABTS MF(}{AII} ¢ (EC50 expresso
(mg EAG/ 100g) (uM de Trolox/g) (n f ¢ su/ ato em g de amostra/g
erroso/g) de DPPH)

Prépolis Verde 2741,71 £49,53 29390+ 11,18 422,83 +£21,42 491,68 £ 44,55
Propolis Marrom  1191,55+36,79 109,29 +£10,37 179,54 + 14,71  1054,38 £+ 73,66
Prépolis Preta 901,79 £27,80 162,57 + 20,77 161,29 +2,59  1090,72 + 55,28

EC50 = Quantidade de amostra necessaria para reduzir a concentracdo inicial do radical DPPH em 50%. CFT =
Compostos fendlicos totais. EAG = Equivalente de 4cido galico. Valores médios + desvio padrao (n = 3).

Diferentes testes foram aplicados para avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de
propolis verde, marrom e preta, o que possibilita uma avaliacdo abrangente do potencial
antioxidante das amostras.

A composic¢ao quimica da propolis € muito diversa e complexa. Essa composicao depende
de fatores como a flora ao redor da colmeia acessivel as abelhas, o tempo de coleta e a
diversidade de arvores e espécies vegetais coletadas pelas abelhas (Altuntas; Giizel; Ozgelik,
2023; Bankova, 2005), o que justifica os diferentes teores de compostos fendlicos totais entre
os trés tipos de propolis estudados.

Os teores de compostos fenolicos totais dos extratos de propolis foram de 2741,71 +49,53
mg EAG/100 g para o extrato de propolis verde, 1191,55 +36,79 mg EAG/100 g para o extrato
de propolis marrom e 901,79 + 27,80 mg EAG/100 g para o extrato de propolis preta.

Esses resultados demonstraram que o extrato de propolis verde apresentou o maior teor
de compostos fenolicos entre os trés extratos. Este tipo de propolis, de origem vegetal Baccharis
dracunculifolia, é a principal fonte de propolis verde do Brasil, sendo caracterizada por seu alto
teor de compostos fenolicos totais (Bankova, 2005; Cavalaro ef al., 2019).

Berretta et al., (2023), ao estudarem o teor de compostos fenolicos totais na propolis verde
brasileira em trés diferentes formulagdes de extrato de propolis (fragdo polar de propolis, extrato

seco de propolis soluvel e extrato de propolis microencapsulado), encontraram valores variando
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de 2258 a 6162 mg EAG/100 g. O presente estudo encontrou um valor de 2741,71 £ 49,53 mg
EAG/100 g para o extrato de propolis verde.

A diferencga entre os teores de compostos fenolicos totais pode ser explicada devido as
diferentes tecnologias utilizadas para produzir os extratos, que afetam seu perfil quimico e
atividade biolégica.

Barbosa et al., (2016) determinaram o teor de compostos fenodlicos na prépolis produzida
em Roraima pela abelha A4pis. Eles encontraram 639 e 4089 mg EAG/100 g para amostras de
floresta e savana, respectivamente, nas quais os pesquisadores usaram o extrato etanolico de
propolis. Isso pode explicar a diferenca nos resultados quando comparados aos encontrados
neste estudo, que utilizou o extrato aquoso de propolis.

A regido de coleta da propolis também pode influenciar sua composi¢ao. Devido a
vegetacdo especifica encontrada nas areas proximas as colmeias e as condig¢des climaticas e
edafoclimaticas, a propolis de Roraima (regido Nordeste do Brasil) ndo ¢ proveniente da mesma
regido que a propolis deste estudo.

Em relagao ao teor de compostos fendlicos totais na propolis marrom, foi encontrado um
valor intermediario (2741,71 + 49,53 mg EAG/100 g), inferior a quantidade encontrada no
extrato de propolis verde (1191,55 +£36 79 mg EAG /100 g) e superior a quantidade encontrada
no extrato de propolis preta (901,79 + 27,80 mg EAG /100 g).

Em um estudo que avaliou o teor de compostos fenolicos totais da propolis marrom do
estado de Santa Catarina, o valor encontrado foi de 873,3 mg EAG/100 g, valor inferior ao
encontrado no presente estudo para a propolis marrom, que foi de 1191,55 mg EAG/100 g
(Meneghelli et al., 2013).

Essa variagdo pode ser explicada pelas diferentes regides de origem da propolis marrom
entre os dois estudos e pela variagdo nos processos de extragdo utilizados pelos pesquisadores.
No estudo analisado, os pesquisadores utilizaram um método no qual obtiveram um extrato
hidroalcoolico como produto final.

A propolis possui alta capacidade antioxidante, atribuida principalmente aos seus
compostos fendlicos (Bobis, 2022).

Considerando diferentes origens boténicas, sazonalidade e diferentes métodos de extragao
entre o presente estudo e outros que avaliaram a capacidade antioxidante de diferentes tipos de
propolis, verificou-se que os resultados da capacidade antioxidante descritos na literatura sdo
variados, conforme apresentado a seguir.

Em relagdo aos resultados da Tabela 1, a amostra de propolis verde apresentou a maior

capacidade antioxidante entre as demais em todos os métodos aplicados.
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A capacidade antioxidante da propolis pode variar dependendo de sua composi¢cdo
quimica, influenciada pelas plantas da regido de origem. Portanto, cada variedade de propolis
tem uma composicao diferente, podendo haver tipos de propolis que apresentam uma maior
capacidade antioxidante do que outras (Andrade et al., 2017).

Estudos indicam que algumas variedades de propolis demonstraram uma capacidade
antioxidante mais pronunciada. Por exemplo, a propolis verde brasileira, especialmente a
proveniente da planta Baccharis dracunculifolia, ¢ conhecida por ter um alto teor de artepillin
C, um composto fenodlico com intensa capacidade antioxidante (Andrade ef al., 2017; Bankova,
2005; Cottica et al., 2011).

Andrade et al., (2017) também relataram maior capacidade antioxidante da prépolis verde
(ABTS: 2214,96 uM Trolox/g; FRAP: 604,20 uM de sulfato ferroso/g) quando comparado a
propolis marrom (ABTS: 1868,45 uM Trolox/g; FRAP: 471,51 uM de sulfato ferroso/g).

Em relagdo ao método DPPH, um valor de EC50 mais baixo indica uma capacidade
antioxidante mais significativa, uma vez que uma menor massa de extrato ¢ necessaria para
inibir 50% do radical DPPH (Cottica ef al., 2011). O presente estudo encontrou uma maior
capacidade antioxidante da propolis verde (491,68 + 44,55 EC50 pg g—1 para DPPH) quando
comparada a relatada por Skaba et al., (2013) que foi de 1230,07 EC50 ug g—1 para DPPH.

Utilizando o método FRAP, o valor encontrado para a propolis verde foi de 422,83 uM
de sulfato ferroso/g, Mello; Hubinger, (2012), ao estudarem a capacidade antioxidante da
propolis verde brasileira no Estado de Sao Paulo, relataram valores que variaram de 180,95 a
1038,09 para o extrato aquoso em diferentes faixas de pH.

Essa diferenca pode ser explicada pela regido de origem da propolis e pela influéncia do
método de extracdo com modificagdo do pH.

Em um estudo que avaliou a capacidade antioxidante da propolis verde brasileira pelo
método FRAP, Casagrande et al., (2018) encontraram um valor de 458,75 uM de sulfato
ferroso/g, muito proximo ao relatado no presente estudo.

Andrade et al., (2018), ao aplicarem o método FRAP para avaliar a capacidade
antioxidante da propolis verde e marrom, encontraram 293,49 uM de sulfato ferroso/g e 213,76
uM de sulfato ferroso/g, respectivamente. No presente estudo, os resultados foram 422,83 uM
de sulfato ferroso/g para propolis verde e 179,54 uM de sulfato ferroso/g para propolis marrom.

Outro estudo, que avaliou a capacidade antioxidante de 47 amostras de propolis coletadas
em diferentes locais, na regido do Mar Negro da Turquia, incluindo prépolis preta, encontrou

um valor médio de 112,98 uM de sulfato ferroso/g. Este resultado foi inferior ao encontrado



109

neste estudo para propolis preta, utilizando o método FRAP (161,29 + 2,59 uM de sulfato
ferroso/g) (Guzelmeric et al., 2021).

Salgueiro e Castro, (2016), ao estudarem extratos de propolis verde in natura e comercial,
relataram os seguintes valores: 84,86 + 0,01 a 246,83 £+ 0,05 uM de Trolox/g para ABTS. O
presente estudo encontrou um valor de 293,90 uM de Trolox/g, utilizando este mesmo método.

Virios fatores podem explicar a diferenca entre os resultados encontrados no presente
estudo e os relatados na literatura, como fonte botanica, regido de origem da propolis,
sazonalidade e método de extracao.

O tipo de propolis ¢ denominado com base na fonte vegetal e exerce influéncia em sua
composi¢do. Assim, dependendo do tipo de propolis, sua composi¢ao quimica difere, o que
pode resultar em diferengas na capacidade antioxidante (Guzelmeric ef al., 2021).

A concentracdo e a composicao do extrato de propolis dependem da escolha e eficacia do
método de extragdo utilizado. Parametros de processamento, como propor¢ao amostra-solvente,
temperatura e tempo de extracdo, afetam significativamente a diversidade e a concentracdo de

compostos presentes no extrato final (Bittencourt ez al., 2015; Bulduk; Gezer; Cengiz, 2015).
3.2. Perfil quimico por espectrometria de massas por paper spray (EM/PS)

Os extratos de propolis verde, marrom e preta foram analisados por espectrometria de
massa com ionizagao por paper spray (EM-PS) nos modos de ionizagao positivo e negativo. A
analise dos espectros dos extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta, indicou que o
modo de ioniza¢do negativo proporcionou um nivel de sensibilidade maior que o positivo,
permitindo a identificacdo de diversos compostos. O modo de ionizagdo positivo permitiu a
possivel identificagdo de 18 compostos (Tabela 2) e 98 compostos no modo de ionizacao
negativo (Tabela 3), sendo um total de 116 compostos possivelmente identificados.

A varredura completa nos modos positivo e negativo dos extratos aquosos de propolis
verde, marrom e preta, bem como dos principais compostos provisoriamente identificados,
pode ser encontrada no Apéndice A deste trabalho.

Os ions e seus fragmentos obtidos nesta andlise foram identificados com base nos dados
descritos na literatura. Os possiveis compostos identificados pertencem as seguintes classes
quimicas: flavonoides (56), fenilpropanoides (30), terpenos (25), acidos carboxilicos (1),

derivados do acido benzdico (1), acidos graxos (1), aminoacidos (1) e alcaloides (1).
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Tipo de Prépolis

mlzg Tentativa de identificacao Classe quimica MS/MS Referéncia
Verde Marrom Preta
. . . 213, 225,229, 242,253, 257, Frozza et al., (2013); Dos
Biochanina A Flavonoide 270, 285 X X Santos ef al., (2019)
Galangina-5-metil-éter Flavonoide 239,270 X X Pellati et al., (2011)

285 Metoxi-crisina Flavonoide 242,257,270 X X Pellati et al., (2011)
Galangina-5-metil-éter Flavonoide 270 X X Pellati et al., (2011)
Homopterocarpina Flavonoide 149, 163, 257, 270, 285 X X Dos Santos et al., (2019)
7,3'-Dihidroxi-5'-Metoxi-isoflavona Flavonoide 225,229,253, 257, X X Zhang et al., (2014)
Ester feniletetilico do acido cafeico (CAPE) Fenilpropanoide 163 X X Pellati et al., (2011)

301 Artepillin C Fenilpropanoide 203, 245, 269 X X Bonin et al., (2020)
Quercetina-3-metil-éter Flavonoide 285, 302 X X Pellati et al., (2011)
Isorhamnetina Flavonoide 257,285, 302 X X Pellati et al., (2011)

317 Quercetina-7-metil-éter Flavonoide 167, 243, 261, 271, 302 X X Pellati et al., (2011)
(3S)- violanona Flavonoide 271, 289, 299 X X Dos Santos ef al., (2019)
Acido 7-hidroxi-desidroabiético Terpeno 215, 243,271, 275, 299 X X Cisilotto et al., (2018)

331 Quercetina-dimetiléter Flavonoide 316 X Pellati et al., (2011)

340 Lobelanidina Alcaloide 202,322 X Cisilotto et al., (2018)

371 Pinobanksina-3-O-hexanoato Flavonoide 227,255,273 X Pellati et al., (2011)

771 Escopolosido 11 Terpeno 762 X X Mohamed et al., (2022)

Os fragmentos MS/MS representados na mesma linha que os ions m/z referem-se ao mesmo ion.
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Dos possiveis compostos identificados nos extratos de propolis verde, marrom e escuro
com o modo de ionizagdo positiva, a maioria pertence a classe dos flavonoides (12), mas
também existem compostos pertencentes ao terpeno (2), fenilpropanoide (2) e alcaloides (1).

Dentre essas classes, os flavonoides estiverem em maior nimero nos trés extratos
analisados: 13 na propolis verde, 7 na preta e 4 na marrom.

Os flavonoides sdo importantes por suas propriedades antioxidantes, ou seja, podem se
ligar a radicais livres e proteger as células da peroxidacao lipidica. Eles também exibem
propriedades anti-inflamatorias (Righi; Negri; Salatino, 2013).

Em estudo comparativo da propolis verde de diferentes estados brasileiros, Righi; Negri;
Salatino, (2013) relataram compostos fenolicos e flavonoides como as principais classes
quimicas, o que corrobora ao perfil quimico deste estudo.

Os flavonoides e outros compostos fendlicos protegem as células dos danos causados pela
oxidacdo, agindo como potentes inibidores do estresse oxidativo, que esta envolvido na
patogénese de doengas neurodegenerativas (Zheng et al., 2017).

Além disso, as capacidades intracelulares de eliminagdo de radicais livres dos compostos
fenolicos podem proteger as membranas celulares contra a peroxidacdo lipidica (Daleprane;
Abdalla, 2013). Os compostos fendlicos exercem capacidade antioxidante ao doar atomos de
hidrogénio de um grupo hidroxila aromatico, levando ao sequestro de radicais livres (Amorati
etal., 2017).

De Funari; Ferro; Mathor, (2007) determinaram o perfil quimico da prépolis verde
brasileira. Os flavonoides e os compostos fendlicos totais foram determinados por
espectrofotometria € a composi¢ao quimica, por HPLC, foi caracterizado principalmente por
flavonoides e acidos aromaticos. Os compostos identificados no extrato etanolico e no extrato
metandlico da propolis foram artepillin C, &4cido p-cumadrico, &cido ferulico, acido
transcinamico, acido clorogénico, acido cafeico, kaempferol, kaempferida e isosakuranetina. A
maioria desses compostos também foi identificada neste estudo.

Berretta et al., (2023), ao estudarem a propolis verde brasileira, relataram a presenga de
galangina, artepillin C e bacarina, compostos que também foram possivelmente identificados
no extrato de propolis verde analisado neste estudo.

O acido fendlico a m/z 301, artepillin C, ¢ um derivado prenilado do acido p-cumarico,
i1solado da espécie Baccharis, ¢ um dos principais compostos fendlicos encontrados na propolis
verde brasileira, que agrega alto valor a este produto apicola. E um componente importante e
Ginico deste tipo de propolis. E responsavel por varias propriedades benéficas para a saude,

como efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios, antidiabéticos,  neuroprotetores,
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gastroprotetores, imunomoduladores e anticancerigenos (Shahinozzaman et al., 2020). As
abelhas coletam exsudatos de Baccharis dracunculifolia para produzir propolis verde, que
contém uma alta concentragao desse composto (Paulino et al., 2008).

Embora a propolis verde contenha o maior nivel de artepillin C como principal composto
da Baccharis dracunculifolia, concentragdes elevadas também foram relatadas na propolis
marrom brasileira (Machado et al., 2016). Esses relatos na literatura corroboram o resultado
encontrado no estudo apresentado, que identificou artepillin C como possivel composto
presente nos extratos de propolis verde e marrom.

O composto artepillin C ganhou imensa atencao globalmente e, portanto, a prépolis verde
alcangou um alto valor comercial no mercado global. A propolis contendo este composto €
considerada de alta qualidade (Machado et al., 2016; Paulino et al., 2008).

No presente estudo, dois compostos pertencentes a classe dos terpenos foram
identificados no modo de ionizagao positiva no extrato de propolis marrom: sugiol (m/z 301) e
acido 7-hidroxi dehidroabiético (m/z 317), e em um estudo que analisou o perfil quimico da
propolis marrom brasileira, os constituintes mais abundantes pertenciam a classe dos terpenos
(Olegario et al., 2019).

A propolis do tipo dlamo, predominante no hemisfério norte, contém varios componentes
fendlicos, incluindo aldeidos aromaticos, flavonoides e acidos fenodlicos, e seus ésteres, como
os ésteres fenilicos do 4cido cafeico (Guzelmeric ef al., 2023).

Em um estudo que avaliou o perfil quimico da propolis do tipo choupo da regido do Mar
Negro (Turquia), o acido cafeico, a quercetina e o CAPE foram identificados como compostos
dominantes. Os autores também enfatizaram que o CAPE ¢ o marcador caracteristico da
propolis de choupo preto, além das agliconas flavonoides (Jug; Konci¢; Kosalec, 2014). Este
composto também foi identificado na propolis preta no presente estudo.

Em um estudo que determinou o perfil quimico dos 6leos essenciais de propolis polonesa
e choupo preto, os autores encontraram como principais classes quimicas acidos fendlicos
livres, flavonoides e monoésteres de acidos fenolicos e flavonoides (Okinczyc et al., 2018),

perfil semelhante ao encontrado no presente estudo para propolis preta.
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Tabela 3 - Perfil quimico dos extratos de propolis verde, marrom e preta por espectrometria de massas por paper spray no modo negativo

Tipo de prépolis

m/z Tentativa de identificacio Classe quimica MS/MS Referéncia
Verde Marrom Preta
Acido p-cumarico Fenilpropanoide 119 X Pellati ez al., (2011)
163 Acido m-cumarico Fenilpropanoide 119 X Guzelmeric et al., (2023)
Acido 2-hidroxicindmico Fenilpropanoide 119 X Guzelmeric et al., (2023)
173 Acido chiquimico Acido carboxilico 93 X Guzelmeric et al., (2023)
179 Acido cafeico Fenilpropanoide 179,135 X X Chaib Saliba et al., ((22%2232()’ Cuesta-rubio et al.,
191 Acido quinico Fenilpropanoide 59, 85,93, 127, 176, 191 X X X Cuesta-Rubio ez al., ((22002232)); Guzelmeric et al.,
231 ) Drupanina Fenilpropanoide 132,187,231 X X Moura et al., (2011)
Ester de prenil p-cumarico Fenilpropanoide 163 X X Pellati et al., (2011)
247 Ester de prenil de acido cafeico  Fenilpropanoide 179 X X Pellati et al., (2011)
Crisina Flavonoide 165, 181, 209, 253 X Pellati et al., (2011)
253 Isdmero de crisina (1) Flavonoide 209, 253 X Chaib Saliba et al., (2023)
Ester benzilico p-cumarico Fenilpropanoide 162, 145 X Pellati et al., (2011)
liquiritigenina — Flavonoide 193, 200, 227, 255 X X X De Alencar et al., (2023); Rufatto et al., (2018)
255 Isoliquiritigenin
Pinocembrina Flavonoide 171,211,227, 255 X X X Castro ef al., (2014); Cuesta-Rubio et al., (2022)
267 Formononetina Flavonoide 267,268 X De Alencar et al., (2023)
Crisina-5-metil-éter Fenilpropanoide 195,224 X Pellati et al., (2011)
Medicarpina Flavonoide 197, 225, 22219’ 251,254, X X X De Alencar et al., (2023); Rufatto et al., 2018)
269 Apigenina Flavonoide 181, 183, 129277’ 201,225, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Ester benzilico de acido cafeico  Fenilpropanoide 134,225 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
. . . 107,151, 169, 185, 209, Castro et al., (2014); Pellati et al., (2011); Sartori et
Pinobanksina Flavonoide 215,225 X X al., (2022)
. . . 93,107,121, 151, 177, Chaib Saliba et al., (2023); Cuesta-Rubio et al.,
271 Naringenina Flavonoide 225,253 X X (2022)
Neovestitol Flavonoide 271 X X De Alencar et al., (2023)
Vestitol Flavonoide 271 X X De Alencar et al., (2023)
Biochanina A Flavonoide 227,255,268, 269, 284 X X De Alencar et al., (2023); Rufatto et al., (2018)
Galangina-5-metil-éter Flavonoide 211,239, 240, 268 X X Pellati et al., (2011); Sartori et al., 2022)
283 Metoxi-crisina Flavonoide 211,239, 268 X X Pellati et al., (2011)
Ester feniletetilico do dcido g pancide 135, 179 X X Sartori et al., (2022)

cafeico (CAPE)
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Tipo de propolis

miz Tentativa de identificacio Classe quimica MS/MS Referéncia
Verde Marrom Preta
Luteolina Flavonoide 132, 151, 285 X X X Sartori et al., (2022)
285 Vestitone Flavonoide 151,270, 285 X X X De Alencar et al., (2023)
Sakuranetina Flavonoide 150, 165 X X X Cuesta-Rubio ef al., (2022)
+)- ina—(£)-Epi- . .
289 ) Catequlna. ()-Epi Flavonoide 245 X Guzelmeric et al., (2023)
catequina
295 Ester cinnamyl do acido cafeico  Fenilpropanoide 159, 251 X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Kaempferol Flavonoide 200, 255, 256, 284 X X X  Carvalho et al., (2011); Cuesta-Rubio et al., (2022)
Luteolina-metil-éter Flavonoide 255,256,284, 285,299 X X x  Castroetal, (2014); Pellati et al., (2011); Sartori et
299 al., 2022)
Diosmetina Flavonoide 284, 285,299 X X X Sartorl et al., (2022)
Acido desidroabiético Terpeno 299, 300 X X X Sartori ef al., (2022)
Dihidrokaempferol Flavonoide 107, 125, 125515’ 152, 180, X X X Carvalho et al., (2011)
Quercetina Flavonoide 107, 151, 127597’ 229,245, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022); Pellati et al., (2011)
Hesperetina Flavonoide 151,257, 268, 286 X X X Sartori et al., (2022)
301 Acido trans-cumarico Terpeno 301, 302 X X X Sartori et al., (2022)
Esterubina Flavonoide 165,223, ;gg’ 255,268, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Acido diterpeno Terpeno 257,268,273, 283, 286 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Acido elagico Derivado ,d.O dcido 229,284 X X X Guzelmeric et al., (2023)
benzobico
Acido eicosapentaenoico Acido graxo 301 X X X Surek et al., (2021)
303 Taxifolina Flavonoide 125 X Guzelmeric ef al., (2023)
305 Epigalocatequina Flavonoide 125,219 X Guzelmeric et al., (2023)
311 Acido cafeico 4-O-arabinosideo  Fenilpropanoide 183 X X Righi; Negri; Salatino, (2013)
Derivado ao acido cumarico Fenilpropanoide 119, 163, 267 X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
313 Pinobanksina-3-O-acetate Flavonoide 185, 225,254 X X X Chaib Saliba et al., ((220 5232)3 Cuesta-Rubio et al.,
Ermanina Flavonoide 255, 283, 298 X X X Castro et al., (2014)
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Tipo de propolis

miz Tentativa de identificacido Classe quimica MS/MS Referéncia
Verde Marrom Preta
. . 163, 241, 243, 253, 255, Cuesta-Rubio et al., (2022(; Guzelmeric et al.,
Isorhamnetina Flavonoide 271, 300 X x X (2023); Righi; Negri; Salatino, (2013)
Quercetina-3-metil-éter Flavonoide 243,245,271, 300 X X X Castro et al., (2014); Pellati et al., (2011)
Quercetina-7- metil-éter Flavonoide 243,271, 300 X X X Castro et al., (2014)
Rhamnetina Flavonoide 271,287, 300 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
315 5. 4"-dihidroxi-7,3™ Flavonoide 271,300 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
dimethoxyflavanona
Derivado do acido cafeico Fenilpropanoide 271 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Acido diterpeno Terpeno 253,297 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Isémero acido .
hidroxideshidroabiético (T) Terpeno 253,315,316 X X X Sartori et al., (2022)
Isdmero do acido . .
hidroxidehidroabictico (II) Terpeno 297,315,316 X X X Chaib Saliba et al., (2023)
316 3-O-metilquercetina Flavonoide 187, 301 X X Guzelmeric et al., (2023)
Miricetina Flavonoide 179 X X Guzelmeric et al., (2023)
Isdmero do acido .
hidroxiisopimérico (I) Terpeno 225,317,318 X X Sartori et al., (2022)
317 Isémero do acido .
hidroxiisopimarico (IT) Terpeno 299, 300,317, 318 X X Sartori ef al., (2022)
Isémero do acido .
hidroxiisopimrico 4 Terpeno 317,318 X X Sartori et al., (2022)
Isdbmero do acido cupressico 1 Terpeno 319,320 X Sartori et al., (2022)
319  Isémero do acido cupressico 2 Terpeno 287,319,320 X Sartori et al., (2022)
Acido diterpeno Terpeno 275, 301 X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Pinobanksina S-metil-ter-3-0- - lavonoide 165, 195 X X Pellati et al., (2011)
327 . . . . 165, 197, 199, 209, 227, Cuesta-Rubio et al., (2022); Pellati et al., (2011);
Pinobanksina-3-O-propionato Flavonoide 253, 254 X X Sartori ef al., (2022)
Derivado do 4cido cafeico Fenilpropanoide 133,283 X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
. . . 239, 255,271, 285, 286, Castro et al., (2014); Cuesta-Rubio et al., (2022);
’ Quercetina-dimetil-éter Flavonoide 299,300 X X X Pellati et al., (2011)
329 Ester d1—h1'dr.0x1fen}11.co etilico Fenilpropanoide 285,299,314 X X X Righi; Negri; Salatino, (2013)
do &cido fertilico
Derivado do artepillin C Fenilpropanoide 255,299 X X X Surek et al., (2021)




Tipo de propolis

m/z Tentativa de identificacio Classe quimica MS/MS Referéncia
Verde Marrom Preta
Laricitina Flavonoide 229,261,287,313 X X X Righi; Negri; Salatino, (2013)
3’5"4 _mh.l droxy-7,3'- Flavonoide 179,271,273, 288, 303, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
dimetoxiflavanone 313
331 Isémero do acido di-hidroxide- . .
hidroabiético (I) Terpeno 331,332 X X X Chaib Saliba et al., (2023)
Isémero do &cido di-hidroxide- . .
hidroabiético (1) Terpeno 313,314,331, 332 X X X Chaib Saliba et al., (2023)
Isémero (I) do acido agéatico Terpeno 333,334 X Chaib Saliba et al., (2023)
Isémero (II) do 4cido agatico Terpeno 333,334 X Chaib Saliba et al., (2023)
333 Isémero (II) do acido agatico Terpeno 315,333,334 X Chaib Saliba et al., (2023)
Isdmero (I) do acido agatico Terpeno 333,334 X Sartori et al., (2022)
Isdmero (IV) do acido agatico Terpeno 333,334 X Sartori et al., (2022)
345 Eupatolitina Flavonoide 223, 2373’021853’12286’ 287, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
347 Acido diterpeno Terpeno 201,271,273, 315 X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
353 Acido clorogénico Fenilpropanoide 173,179, 191 X X X Guzelmeric et al., (2023)
355 Pinobanksina-3-O-pentanoato Flavonoide 180, 181 X Sartori et al., (2022)
357 Matairesinol Fenilpropanoide 342, 357 X Chaib Saliba et al., (2023)
361 _ (-)-Secoisolariciresinol Fenilpropanoide 346, 361 X X Chaib Saliba et al., (2023)
Acido 15-acetoxi-cupressico Terpeno 361, 362, X X Sartori et al., (2022)
469 Acido triterpeno cicloartano Terpeno 351, 381’2339 2’2‘;07’ 408, X Cuesta-Rubio et al., (2022)
471 Acido triterpeno cicloartano Terpeno 339, 35?"0379 2’03;93’ 403, X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Isomero do acido dicafeoilquinico 1 Fenilpropanoide 179, 191, 353 X X X Sartori et al., (2022)
Isdmero do acido dicafeoilquinico 2 Fenilpropanoide 179, 191, 353 X X X Sartori et al., (2022)
Isdmero do acido dicafeoilquinico 3 Fenilpropanoide 173,179, 191, 353 X X X Sartori et al., (2022)
>15 Acido dicafeoilquinico Fenilpropanoide 173, 1792’9199 13’32503’ 255, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
Isdmero do acido dicafeoilquinico Fenilpropanoide 173,179, 139513’ 203, 299, X X X Cuesta-Rubio et al., (2022)
677 Acido tricafoilquinico Fenilpropanoide 299,317, 353, 497, 515 X X X Righi; Negri; Salatino, (2013)
747 Leucina-aspartato-lisina Aminoécido 419, 567 X Mohamed et al., (2022)

Os fragmentos MS/MS representados na mesma linha que os ions m/z referem-se ao mesmo ion.
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Os possiveis compostos identificados nos extratos de propolis verde, marrom e preta com
o modo de ionizagdo negativo, pertencem principalmente as classes de flavonoides (42),
fenilpropanoides (28) e terpenos (19).

Em relagdo a essas classes entre os trés tipos de propolis estudados, elas sao divididas da
seguinte forma: prépolis verde: 36 flavonoides, 22 fenilpropanoides e 13 terpenos; propolis
marrom: 26 flavonoides, 12 fenilpropanoides e 11 terpenos; e propolis preta: 42 flavonoides,
28 fenilpropanoides e 21 terpenos.

Guimaraes et al., (2012) investigaram as propriedades antioxidantes da propdlis verde
brasileira e identificaram principalmente polifenois. Foram identificados éacidos cafeico, p-
cumadrico, transcindmico, éter aromadendrina-4-O-metilico, isossakuranetina, quercetina e
kaempferol.

Dentre estes, acido cafeico, acido p-cumadrico, acido cinamico, quercetina e kaempferol
também foram possivelmente identificados no presente estudo para o modo de ionizag¢ao
negativo, referentes ao extrato de propolis verde. O perfil quimico apresentado neste estudo
corrobora a similaridade entre os compostos identificados em outros estudos de propolis verde
(De Sousa et al., 2011; Guimaraes et al., 2012; Park et al., 2004).

Berretta et al., (2023), ao estudarem a propolis verde brasileira, relataram a presenca dos
compostos acido cafeico e acido p-cumarico, acido descafeoilquinico, drupanina, crisina, e
galangina na amostra analisada, compostos também provisoriamente identificados no extrato
de propolis verde analisado no presente estudo.

Falcdo et al., (2023), ao analisarem o perfil quimico da propolis verde brasileira,
identificaram 21 compostos fenolicos, sendo seis acidos fendlicos (dos quais acido p-cumadrico;
m/z 163, e 4cido dicaffeoilquinico; m/z 515, foram os mais representativos) e quatro flavonoides
(que incluiram kaempferol; m/z 285, e kaempferida e seu isdmero de kaempferide; m/z 299). O
perfil quimico relatado por esses pesquisadores mostrou-se semelhante ao encontrado no
presente estudo, para o mesmo tipo de propolis.

A propolis verde ¢ amplamente pesquisada em relagao aos demais tipo de propolis, devido
a isso, os dados disponiveis desse tipo de propolis sdo maiores quando comparados aos da
propolis marrom e preta.

Falcdo et al., (2023), ao avaliarem o perfil quimico da propolis marrom, relataram uma
alta quantidade de compostos pertencentes as classes dos flavonoides e fenilpropanoides, o que
corrobora o resultado encontrado no presente estudo, onde as principais classes quimicas do

extrato de propolis marrom foram flavonoides, terpenos e fenilpropanoides.
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No presente estudo, 11 compostos pertencentes a classe dos terpenos foram identificados
provisoriamente no modo de ionizagdo negativo no extrato de propolis marrom, a saber: acido
desidroabiético (m/z 299); acido transcomunico e acido diterpénico (m/z 301); isdémero do acido
hidroxissidroabiético (I); isémero do acido hidroxisidroabiético (II) e acido diterpénico (m/z
315); isomero do acido hidroxisidroabiético (I) e isomero do acido hidroxisidroabiético (II) (m/z
331); acido diterpénico (m/z 347); triterpenos de acido cicloartano (m/z 469) e triterpenos de
acido cicloartano (m/z 471).

Em um estudo que analisou o perfil quimico da prépolis marrom brasileira, a classe mais
prevalente foi a dos terpenos (Olegario et al., 2019).

As plantas produzem terpenos para interagdes com outros organismos. Os terpenos
protegem as plantas contra patdgenos como mofo, fungos e bactérias, e podem atrair insetos
polinizadores ou repelir herbivoros (Nuutinen, 2018). Quando ingeridos através de suas fontes
botdnicas por humanos, eles fornecem véarias propriedades medicinais, incluindo
antimicrobiana, antioxidante, anticancerigeno, antiarritmica, anestésica, anti-inflamatoria, anti-
histaminica, antiespasmodica, antitumoral e antidiabética (Koziol et al., 2015).

Alguns terpenos, como limoneno, linalol e beta-cariofileno, tém propriedades anti-
inflamatorias. Eles podem ajudar a reduzir a produc¢do de mediadores inflamatorios e modular
a resposta do sistema imunologico, diminuindo a inflamag¢ao em varias condi¢cdes (Mizushina
et al., 2000).

Muitos terpenos exibem propriedades antioxidantes, o que significa que podem
neutralizar os radicais livres e reduzir o estresse oxidativo no corpo. Essas propriedades podem
ajudar a proteger células e tecidos dos danos causados pelos radicais livres, contribuindo para
a saude geral e a preveng¢do de doengas (Lopez Carreras; Miguel; Aleixandre, 2012).

Em um estudo que avaliou a propolis marrom, foram relatados 39 compostos fenolicos
identificados. Entre eles, o éster benzilico de 4cido cafeico e apigenina (m/z 269), quercetina-
3-metil-éter e isorhamnetina (m/z 315), kaempferol (m/z 299), galangina-5-metil-éter (m/z 283,
éster benzilico de acido cafeico (m/z 269), pinocembrina (m/z 255) e pinobaskin-3-o-acetato
(m/z 313) foram possivelmente identificados (Falcdo et al., 2023). O presente estudo também
identificou esses mesmos compostos ao analisar o extrato de propolis marrom.

A prépolis preta ¢ uma variedade especifica de propolis que apresenta um perfil quimico
distinto em comparag¢dao com outras variedades. Seu perfil quimico pode variar dependendo de
fatores como a regido de origem, as plantas fontes da resina e as condi¢cdes ambientais. No
geral, a propolis preta € rica em compostos fendlicos, incluindo flavonoides, acidos fendlicos e

seus respectivos derivados.
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No presente estudo, foram possivelmente identificados compostos encontrados
exclusivamente na propolis preta, como lobelanidina, acido p-cumarico, &cido 2-
hidroxicinamico, d&cido m-cumarico, crisina, éster benzilico p-cumarico, isomero de crisina (I),
éter metilico de crisina-5, formononetina, (+)-catequina—(£)-epicatequina, taxifolina, isomero
1 do 4cido cupressico, isdmero 2 do acido cupressico, acido diterpeno, isdmero (I) do acido
agatico (I), isdbmero do acido agatico (II), isomero do acido agatico (III), isomero de acido
agatico 4, pinobanksina-3-O-pentanoato ¢ matairesinol.

Esses compostos sdo divididos em flavonoides, terpenos, acidos carboxilicos, acidos
fenolicos, alcaloides, fenilpropanoides e dcidos hidroxinadmicos.

Dentre estes, o acido p-cumarico (m/z 163), provisoriamente identificado no modo de
ionizagdo negativo, apresenta propriedades anti-inflamatérias. Em um estudo que avaliou os
efeitos do 4acido p-cumarico em varios parametros inflamatérios, concluiu-se que o tratamento
com acido p-cumarico ndo apenas reduziu os niveis de mediadores inflamatdrios (citocinas e
lipidios), mas também aumentou a produgdo da citocina anti-inflamatoria IL-10 (Ferreira et al.,
2021).

Em outro estudo, a origem botanica da propolis brasileira foi investigada usando
cromatografia em camada fina de fase reversa de alta eficiéncia (RP-HPTLC), cromatografia
liquida de fase reversa de alta eficiéncia (RP-HPLC) e espectrometria de massa de
cromatografia gasosa (GCMS) (Park; Alencar; Aguiar, 2002). Varios compostos foram
identificados, incluindo derivados do acido hidroxicinamico (acido cumarico e acido ferulico -
m/z 119) e flavonoides (pinobanksina - m/z 271 e kaempferol - m/z 313), compostos também

identificados no presente estudo, para a propolis preta.
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4, CONCLUSAO

Os extratos de propolis verde, marrom e preta apresentaram capacidade antioxidante
significativa e a presenca de variados polifenois, sendo o extrato de prdopolis verde o que
demonstrou o maior teor de compostos fenolicos totais e capacidade antioxidante, seguido pela
propolis marrom e preta.

O perfil quimico desses extratos utilizando espectrometria de massas por paper spray
(EM-PS) permitiu a possivel identificagdo de 116 compostos, dentre eles o artepillin C, um dos
principais componentes fendlicos biologicamente ativos da propolis.

Os perfis quimicos encontrados neste estudo foram semelhantes aos relatados na literatura
para os trés tipos de propolis. No entanto, a propolis preta ndo € extensivamente estudada,
demonstrando a relevancia desta pesquisa ao analisar seu perfil quimico e identificar compostos
encontrados apenas neste tipo de préopolis.

Além disso, a espectrometria de massas por paper spray para analise do perfil quimico
dos extratos de propolis verde, marrom e preta, juntamente com a analise da capacidade
antioxidante e dos compostos fenolicos totais desses extratos, mostrou-se eficiente na avaliagao
de seus perfis quimicos, demonstrando o potencial bioativo dos trés extratos estudados para
aplicacdo em produtos alimenticios e farmacéuticos.

O estudo da composi¢ao quimica da propolis € essencial para compreender sua atividade
biologica, estabelecer correlacdes com seus beneficios a saide e promover o desenvolvimento
de produtos de qualidade de qualidade com base cientifica. Esse resultado contribui para o uso

adequado e seguro da propolis como recurso terapéutico natural.
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CAPITULO IV

Extratos de propolis verde, marrom e preta: perfil de fendlicos, incorporacio em um
hidrogel a base de amido de sorgo e analise da bioacessibilidade

RESUMO

A propolis ¢ uma resina natural formada por material vegetal coletado pelas abelhas (Apis
mellifera) pela coleta de diferentes partes de plantas e exsudatos misturados com cera de abelha
e secregdes salivares na colmeia. Sua composicdo quimica ¢ complexa e depende das fontes
botanicas disponiveis na regido geografica de produg¢do da prépolis. A propolis Verde,
exclusiva do Brasil, ¢ feita com a resina da planta Baccharis dracunculifolia, a propolis
marrom, originaria no Nordeste do brasileiro, a partir da planta Hyptis divaricata. Ja a propolis
preta brasileira, tem como provavel origem botanica, a resina da planta Jurema Preta (Mimosa
hostilis benth). Esses trés tipos de propolis sdo ricos principalmente em compostos fendlicos,
que apresentam, entre outras, acdo antioxidante no organismo. Para comprovar esse efeito, ¢
importante conhecer a bioacessibilidade desses compostos fendlicos e se 0s mesmos resistem
ao processo de digestdo, o que aumentaria sua biodisponibilidade. Diante desse contexto, o
objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de compostos fenolicos e a sua bioacessibilidade
em extratos de propolis verde, marrom e preta, incorporados em uma matriz hidrogel de amido
de sorgo, antes e apds o processo de digestdo gastrointestinal in vitro. Para isso, apoOs a
incorporagdo dos extratos no hidrogel, as amostras foram avaliadas quanto a atividade de 4dgua,
sinérese, pH, morfologia, perfil de textura (através da compressdo de 2 ciclos em 50% da sua
altura), caracteristicas quimicas por espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) e identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos por Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia (UPLC), antes e ap6s processo de digestdo gastrointestinal in vitro.
A incorporagao dos extratos ao hidrogel, apresentou-se eficiente, com baixas taxas de liberagao
de 4gua (0,05 a 0,15 g), além de morfologias internas que demonstraram a retencdo dos extratos
na rede tridimensional do hidrogel. O perfil de textura dos hidrogéis incorporados com os
extratos de propolis demonstrou que todas as formulagdes resistiram ao processo de compressao
de 2 ciclos em 50% da sua altura inicial, o que demonstra géis firmes, coesos, com boa
integridade e elevada resisténcia. A espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) identificou os grupos funcionais caracteristicos do amido e do 4cido citrico
empregados na formulacdo. O perfil de fendlicos dos extratos de propolis verde, preta e
marrom, comprovou a diversidade dos compostos fenolicos presentes nos trés tipos de propolis.
A identificacdo do acido clorogénico e acido cafeico na fragdo bioacessivel do hidrogel
incorporado com extrato de propolis marrom, acido cafeico na fragdo bioacessivel do hidrogel
incorporado com propolis preta e acido fertilico nas fragcdes bioacessiveis de hidrogel com
extrato de propolis verde, marrom e preta, comprovou a acdo protetora promovida pelo
hidrogel, durante o processo de digestao in vitro, demonstrando ser uma matriz polimérica, para
a incorporagdo de compostos bioativos.

Palavras-chave: produto apicola; polifendis; gel polimérico; digestao gastrointestinal.
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1. INTRODUCAO

A propolis ¢ um uma resina produzida pelas abelhas meliferas (Apis mellifera), através
da coleta de diferentes partes de plantas e exsudatos misturados com cera de abelha e secre¢des
salivares na colmeia (Ribeiro et al., 2023). Sua composi¢ao esta diretamente relacionada com
a sua origem botanica e geografica, ou seja, diferentes fontes de propolis podem influenciar em
suas substancias funcionais (Pu et al., 2023).

Pelo menos 500 compostos quimicos ja foram identificados na propolis, incluindo
polifendis, terpenos, aldeidos, alcoois aromaticos, acidos graxos e esterdides, que sao
compostos organicos essenciais comumente encontrados como metabdlitos secundarios de
plantas (Suran ef al., 2021). Essas propriedades tornam a propolis uma candidata ideal para uso
como ingrediente funcional em alimentos, além de seu conhecido uso como nutracéutico
(Franchin et al., 2024).

A propolis pode apresentar diferentes cores (verde, marrom e preta), apresentando
composi¢des quimicas e propriedades bioldgicas distintas (Ribeiro et al., 2023). Os
constituintes quimicos apresentados na propolis brasileira sdo principalmente flavonoides,
acidos clorogénicos, terpenos, acidos fendlicos e derivados, acidos graxos, benzofenonas
preniladas e 4cidos fenilpropanoides prenilados (Dembogurski et al., 2018).

Minas Gerais € o maior estado brasileiro produtor de propolis, responsavel por 70% de
toda a producao de propolis no Brasil da producdo total estimada de 120 toneladas por ano,
sendo 85% de propolis verde e 15% de prépolis marrom (Ribeiro et al., 2023).

Comercialmente, a propolis verde do Sudeste, produzida principalmente nos estados de
Minas Gerais e Sao Paulo, ¢ a mais importante. A principal planta utilizada para a produgdo
desta ¢ a Baccharis dracunculifolia. A propolis verde possui uma composicao quimica
caracteristica, contendo principalmente compostos fendlicos prenilados, como artepillina C,
bacarina e drupanina, além de é4cidos fendlicos como seu precursor biossintético acido p-
cumarico. Os compostos fenoélicos, incluindo os prenilados, sdo conhecidos por apresentarem
diversos efeitos biologicos (Arruda et al., 2020).

A propolis marrom € o segundo tipo de propolis mais produzido no Brasil e tem
importancia econdmica e medicinal. E produzida principalmente a partir da resina da planta H.
divaricata. E comumente composta por flavonoides, acidos graxos, 4cido fenilpropanoide e
seus derivados prenilados, como a artepillina C (Dembogurski et al., 2018; Vieira et al., 2023a).

A proépolis preta brasileira é pouco estudada, tendo como provavel origem botanica a

resina da planta chamada Jurema Preta (Mimosa Hostilis benth), uma arvore nordestina do
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Brasil. E rica em compostos fenolicos, incluindo flavonoides, acidos fendlicos e seus derivados
(Vieira et al., 2023a).

Portanto, a composi¢cdo quimica da propolis ¢ variavel e complexa, dependendo de
fatores como a origem da amostra, que esta intimamente relacionada com a flora que circunda
a colmeia, as caracteristicas geograficas e climaticas do local, espécies de abelhas, fatores
botanicos e geograficos (Ozdal et al., 2019).

Estudos recentes tém demonstrado os efeitos antioxidantes da propolis, a aplicagao da
propolis como alimento funcional e nutrac€utico nas industrias alimenticia e farmacéutica
(Ribeiro et al., 2023). A fim de se justificar o crescente uso da préopolis, € importante determinar
como o processo de digestdo no trato gastrointestinal afeta a estabilidade dos compostos
quimicos, bem como sua bioacessibilidade para absorcdo intestinal. Sabendo-se que a
bioacessibilidade depende de varios fatores, como o estado quimico do composto, sua liberagao
da matriz alimentar, possiveis interagdes com outros componentes alimentares, a presenga de
supressores ou cofatores, a determinagdo analitica torna-se importante e cada vez mais
necessaria (Ozdal et al., 2019).

E crucial entender a bioacessibilidade dos compostos fenélicos da propolis, pois isso
possibilita observar os efeitos benéficos para a saude mencionados anteriormente. Métodos de
digestdo in vitro foram desenvolvidos como uma alternativa aos estudos in vivo e sdo
considerados ferramentas simples, econdmicas e reprodutiveis para avaliar a estabilidade
digestiva de diversos constituintes alimentares (Ozdal ef al., 2019).

Considerando a propolis como uma fonte promissora de compostos bioativos,
consumida amplamente em forma de extrato, torna-se necessaria a busca de opcdes que possam
aumentar a bioacessibilidade dos compostos bioativos presentes, visando protegé-los durante o
processo de digestdo gastrointestinal e também melhorando a palatabilidade e aceitagdo desse
produto (Habryka; Socha; Juszczak, 2020). Sendo assim, o estudo de novas matrizes para
incorporagdo de extratos de propolis torna-se necessario, dentre as quais podemos citar os
hidrogéis (Vieira et al., 2023b).

Os hidrogéis de amido s3o definidos como uma matriz polimérica com estrutura
tridimensional altamente hidrofilica, capaz de absorver e reter grandes quantidades de 4gua sem
se dissolver (Medha et al., 2024). Essa capacidade decorre da formagdo de uma rede
tridimensional reticulada, onde a agua penetra nos granulos do polimero, criando estruturas
interligadas fortes e estaveis. Nos ultimos anos, o uso de hidrogéis a base de amidos
convencionais e ndo convencionais para a liberacdo de compostos bioativos aumentou

significativamente (dos Santos ef al., 2023).
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A utilizac¢do de amidos ndo convencionais para a fabricagao de hidrogéis vem ganhando
destaque, sendo uma estratégia alternativa para valorizar a biodiversidade (Kishore et al., 2024).
Dentre essas fontes, destaca-se o amido de sorgo, por ser mais econdmico que o amido de milho,
ocupando o 5° lugar no mundo como ingrediente alimentar com maior teor de amido (70-80%)
e estd incluido na categoria como fonte alternativa de amido (de Carvalho et al., 2024; Ishaq et
al., 2024).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um hidrogel a base de amido de
sorgo utilizando a quitosana como agente gelificante e o acido citrico para promover o meio
acido e melhorar a gelatiniza¢do, com excelentes caracteristicas, formando géis homogéneos,
lisos, brilhantes e com elevada capacidade de absor¢ao e retengdo de agua.

Esse hidrogel desenvolvido, demonstrou ser uma matriz promissora para diversas
aplicagdes, permitindo a incorporacgao de extratos ricos em compostos bioativos e contribuindo
para o avango da comunidade cientifica.

Diante desse contexto, o objetivo do presente estudo, foi avaliar o efeito de um hidrogel
a base de amido de sorgo, quitosana e 4% de 4cido citrico, como matriz para incorporacao de
extratos de propolis verde, marrom e preta e analisar a bioacessibilidade dos compostos

fenolicos, apds o processo de digestdo in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

As amostras de propolis (resinas) verde, marrom e preta utilizadas na pesquisa, foram
coletadas na Serra da Canastra no municipio de Bambui, Minas Gerais, em 2022 e doadas pela
empresa Bee Propolis Brasil. Além disso, também foi realizado o registro da presente pesquisa
no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen), com o coddigo AAO9I3FE. As mesmas foram armazenadas em embalagens

plasticas de polipropileno e mantidas sob congelamento (-25 °C), até o0 momento das anélises.

Figura 1 - Fotos das resinas de propolis verde, marrom e preta

PP

| \ »

Fonte: Fotografia da autora, 2024. PV: propolis verde; PM: propolis marrom; PP: prépolis preta.

Os graos de sorgo [Sorghum bicolor (L.) Moench] do gendtipo BR 501 (pericarpo
branco e sem tanino), foram doados pelo Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
(CNPMS) pela EMBRAPA Milho e Sorgo, localizado em Sete Lagoas, estado de Minas Gerais,
Brasil. O amido de sorgo utilizado na pesquisa, foi extraido de acordo com método descrito por

Vieira et al. (2020).

Figura 2 - Fotos dos graos e amido extraido do sorgo branco (cultivar BR 501)

Fonte: Autora, 2024
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2.2 Métodos
2.2.1 Teor de lipideos da prépolis verde, marrom e preta

O teor de lipideos das amostras brutas de propolis verde, marrom e preta, foi
determinado utilizando o método de extracdo a frio descrito por Bligh & Dyer (1959). Em
média, 2 g das amostras em triplicata foram pesadas em erlenmeyer e acrescidas de 15 mL de
cloroférmio, 30 mL de metanol e 12 mL de agua destilada. Posteriormente, foram agitadas por
30 min em incubadora shaker (Labinfarma Scientific, modelo LIF650S) e apds esse tempo,
foram adicionados 15 mL de cloroféormio e de solucao de sulfato de so6dio 1,5%, seguido de
agitacdo por 2 min. Essas solu¢des foram transferidas individualmente a um funil de separagao,
aguardando por aproximadamente 2 min a separacdo das camadas. A camada inferior foi
recolhida e uma aliquota de 5 mL foi recolhida e transferida em placa de petri previamente

tarada e pesada. O excesso de solvente foi evaporado e a placa de petri foi pesada novamente.
2.2.1 Obtencao dos extratos

A extragdo dos compostos fendlicos das amostras de propolis verde, marrom e preta foi
realizada conforme descrito por Vieira et al. (2023a). Os extratos foram armazenados em
temperatura de congelamento (-18 °C) até a o momento das analises. O processo de extragdao
foi realizado em triplicata, ao abrigo da luz e as amostras foram cobertas com papel aluminio

para evitar a fotodegradagao dos compostos.

Figura 3 - Fotos dos extratos obtidos a partir das resinas de propolis verde, marrom e preta

Extrato de propolis verde Extrato de propolis marrom Extrato de propolis preta

"

[ |

Fonte: Autora, 2024

2.2.2 Elaboracao dos hidrogéis de amido
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A formulagdo de hidrogel de amido de sorgo a ser utilizada nesta etapa da pesquisa, foi
determinada conforme os resultados obtidos no capitulo II. Sendo assim, foi utilizada a
formulacgao F3, elaborada com 5 g de amido de sorgo, 0,5 g de quitosana e 4% de 4cido citrico.
O hidrogel foi elaborado por método de gelatinizacdo por aquecimento € submetidos ao
processo de reticulacdo fisica, por 5 ciclos de congelamento e descongelamento, conforme

descrito no capitulo II.
2.2.3 Incorporacao dos extratos de propolis verde, marrom e preta ao hidrogel

Os extratos de propolis verde, marrom e preta foram incorporados ao hidrogel de amido
de sorgo, conforme método descrito por Meng et al. (2020), com algumas modificagoes.
Amostras de hidrogel de amido de sorgo, quitosana e acido citrico foram pesadas em béqueres,
obtendo-se 30 g em triplicata. Os extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta foram
entdo adicionados gota a gota ao hidrogel, até a obtencao de uma propor¢ao de 10:1 (g hidrogel:
g extrato de propolis). Essa propor¢do foi determinada através de pré-testes, simulando a
ingestdo de uma por¢ao de hidrogel, de acordo coma posologia de extratos de propolis. As
misturas foram mantidas por 1 hora em agitador magnético, até a completa dissolucdo dos
extratos no hidrogel. Para evitar a fotodegradacdo dos compostos presentes nos extratos, os

béqueres foram cobertos com papel aluminio.

2.2.4 Capacidade de incorporaciao dos extratos de propolis verde, marrom e preta ao

hidrogel

A capacidade de incorporacdo dos extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta
foi determinada segundo método descrito por Alavi ef al. (2018), com algumas modificacdes.
Assim 2 g de hidrogel incorporado com os extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta
(concentracdo 100 mg de propolis/mL de agua), foi diluido em 10 mL de etanol absoluto,
seguido por sonicagdo (Ultrassom Sanders, SoniClear 2 modelo Thornton T14) por 2 min. A
mistura foi entdo agitada em agitador de tubos (Novainstruments, NI 1066, Piracicaba, SP) por
2 min e centrifugadas (Centrifuga Excelsa II, Fanem, 206BL, Sao Paulo) a 3500 rpm por 20
min. O sobrenadante foi recolhido e levado para leitura da absorbancia a 426 nm, em
espectrofotometro (Analytik Jena, Spekol 1300, Alemanha). A mesma quantidade do extrato
puro que foi incorporada ao hidrogel, foi diluida em 10 mL de etanol absoluto e foi realizada a
leitura em espectrofotometro a 426 nm. As leituras dos extratos puros e incorporados ao

hidrogel foram comparadas para determinar a capacidade de incorporagdo dos extratos de
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propolis verde, marrom e preta ao hidrogel. A concentracdo de propolis foi determinada
utilizando uma curva padrao estabelecida de propolis, em 6 pontos, variando de 0 a 25 pL dos

extratos.

2.3 Caracterizacao do hidrogel a base de amido de sorgo incorporado dos extratos de

propolis verde, marrom e preta
2.3.1 Determinacao da atividade de agua, sinérese e capacidade de retencido de agua
Atividade de dagua (ay)

A andlise de atividade de agua (a.) das amostras foi realizada de acordo com método
descrito por Shroti; Saini, (2022), por meio da leitura direta das amostras, através do
equipamento AqualLab Lite 2T, da Decagon Devices Inc, (Pullman, EUA), operando-se a

temperatura de 25°C. A analise foi realizada em triplicata.
Sinérese (%)

A sinérese foi determinada de acordo com o método descrito por Li et al. (2023), com
algumas modificacdes. A sinérese foi medida gravimetricamente como a quantidade de dgua (g
de 4gua/100 g de gel) liberada ap6s centrifugagdo a 1500 x g por 15 min. A andlise foi realizada

em triplicata.
Capacidade de retencdo de agua (CRA)

A capacidade de retencdo de dgua (CRA) foi determinada de acordo com método
descrito por Li ef al. (2023), com algumas modificagdes. A CRA foi calculada de acordo com

a Equagao 3.

Equacao 3:
CRA = Wi — Wy (3)

2.3.2 Potencial hidrogenionico (pH)

A leitura de pH foi realizada utilizando-se pHmetro de bancada (Bante, modelo 920). A

leitura foi realizada em triplicata.

2.3.3 Avaliacao morfologica



136

A morfologia dos hidrogéis foi avaliada utilizando Microscopio Eletronico de Varredura
(JEOL JSM - 6360LV), no Centro de Microscopia da UFMG. Os parametros utilizados para
analise, foram de acordo com o estudo de Biduski ez al., (2018). Para isso, as amostras foram
previamente liofilizadas e posteriormente, uma pequena fracao de cada amostra foi coletada,
fixada em fita de carbono, pulverizada e revestida com ouro. A anélise de visualizagdo foi feita

usando ampliacdo variando de 50 a 350 x com uma voltagem de 5.0 V.
2.3.4 Anailise do perfil de textura (TPA)

O TPA dos hidroggéis foi determinado de acordo com método descrito por Biduski ef al.
(2018) com algumas modifica¢des. Para isso, utilizou-se um analisador de textura texturometro
TAXTPLUS (Stable Micro Systems) e os dados coletados por meio do programa Exponent Lite,
versdao 5.1.1.0, 2010, utilizando dois ciclos de compressao. Foram analisados os atributos

dureza, coesividade, gomosidade, resiliéncia e adesividade.
2.3.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros dos hidrogéis incorporados com os extratos de propolis verde, marrom e
preta foram adquiridos em um Espectrofotometro de Infravermelho com Transformada de
Fourier (Shimadzu, modelo IR-Prestige 21) equipado com amostrador de Refletancia Total
Atenuada (ATR). Este recurso possibilitou a inser¢do direta de cada amostra para analise, sem
preparo prévio. O equipamento foi configurado para realizar 20 varreduras, com resolugdo igual

a1 cm™, entre 4000 e 400 cm™'.
2.4 Digestao gastrointestinal in vitro

Um modelo simulado de digestdo gastrointestinal, consistindo nas fases oral géastrica e
intestinal, foi realizado conforme o método estatico, harmonizado, proposto por Minekus et al.

(2014) e aprimorado por Brodkorb ef al. (2019).
Fase oral

O fluido salivar simulado (SSF), contendo (15,10 mmol/L KCI; 3,70 mmol/L KH,POs;
13,60 mmol/L NaHCO3; 0,15 mmol/L MgCl2(H20)s; 0,06 mmol/L (NH4).COs3; 1,50 mmol/L
CaCly(H20)2; pH 6,5+0,1) na propor¢ao 1:2, por 15 minutos, foi utilizado para hidratar as
amostras de hidrogel com extratos de propolis. Posteriormente, adicionou-se 5 mL de fluido

salivar simulado composto por a-amilase (75 U/mL Sigma-Aldrich A3176-500KU) e as
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amostras foram incubadas (Incubadora Tecnal TE- 424) sob agitacdo (122 rpm) e temperatura

(37°C) constantes por 2 minutos.

Fase gastrica

Em seguida, para iniciar a fase gastrica, 5 mL de fluido géstrico simulado (6,90 mmol/L
KCI; 0,90 mmol/L KH>PO4; 25,00 mmol/L NaHCOs; 47,20 mmol/L NaCl; 0,10 mmol/L
MgCIl>(H20)s; 0,50 mmol/L (NH4)2CO3; 0,15 mmol/L CaCl>(H20)2; pH 3,0+0,1) contendo
pepsina (2000 U/mL Sigma-Aldrich P7000), foi adicionado as amostras ¢ o pH foi ajustado
para 3,0 £ 0,1 (HCl 1 mol/L) e a amostra incubada por 2 horas sob as mesmas condig¢des da

fase oral.
Fase do intestino delgado

Ap6s esse periodo, a fase do intestino delgado foi inicializada pela adicdo de 5 mL de
fluido intestinal simulado (6,80 mmol/L KCI; 0,80 mmol/L KH2POs; 85,00 mmol/L NaHCO3;
38,40 mmol/L NaCl; 0,33 mmol/L MgCl2(H20)s; 0,60 mmol/L CaCl2(H20)2; pH 7,0+0,1)
contendo bile (1,40 pmol/mg Sigma-Aldrich B8631) e 5 mL de fluido intestinal simulado
contendo pancreatina (3,60 U/ mL Sigma-Aldrich P1750). O pH foi ajustado para 7,0+0,1
(NaOH 1 mol/L) e a amostra incubada por 2 horas.

Para finalizar o processo de digestao gastrointestinal in vitro a amostra foi centrifugada
por 30 minutos a 8.790 xg, a 4°C (Novatecnica - NT 825). A fracdo bioacessivel foi recolhida
e armazenada a -18°C, até o momento das posteriores analises. Todo o procedimento foi

realizado em triplicata, juntamente com uma amostra controle (branco).
2.5 Perfil de fendlicos
Identificagdo e quantificagdo de fenolicos

O perfil de fenolicos dos extratos aquosos brutos e incorporados ao hidrogel, de propolis
verde, marrom e preta, antes e apos o processo de digestdo gastrointestinal in vitro, foi
determinado conforme o método cromatografico descrito por Felix Avila et al. (2024). As
analises de cromatografia liquida de ultra-desempenho acoplada a detecc¢ao de arranjo de diodos
(UPLC-DAD) dos compostos fendlicos nas amostras foram realizadas em um cromatografo
liquido de ultra eficiéncia Waters ACQUITY UPLC (Waters Corporation, Milford, MA, USA),

constituido de uma bomba quartenaria, desgaseificador on-line, amostrador automatico,
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controlador de temperatura da coluna (35°C) e um detector de arranjo. A separa¢ao ocorreu em
uma coluna Acquity BEH, C18 (1,7 um x 2,1 x 100mm).

Portanto, foram construidas duas curvas padrdes, ambas em triplicata, uma composta
por trés padroes (acido galico, catequina e acido clorogénico) diluidos em metanol e outra com
nove padrdes (4cido caféico, epicatequina, acido p-coumarico, acido ferulico, rutina, miricetina,
quercetina, apigenina e campferol) também diluidos em metanol. As absorbancias (nm) obtidas
foram: 271 (4cido galico), 277 (epicatequina), 279 (catequina), 309 (acido p-coumarico), 322
(acido caféico), 322 (acido ferulico), 325 (4cido clorogénico), 338 (apigenina), 354 (rutina),
366 (campferol) 372 (miricetina), 372 (quercetina).

Para o primeiro método, foram utilizadas as seguintes condi¢des cromatograficas,
volume de injecdo de 1 uL; a fase movel era composta por dgua/dcido formico (99,75:0,25 v/v)
como eluente A e acetonitrila/acido formico (99,75:0,25, v/v) como eluente B utilizando os
seguintes gradientes: 0-3,5 min, 100% A; 3,5 a 4 min, 100-92% A, 0-8% B; 4-10 min, 92% A,
8% B, com vazao de 0,30 mL/min. Para o segundo método, foram utilizados os mesmos
eluentes, vazdo e volume de injecdo do primeiro método. Com as seguintes condi¢cdes de
gradiente das fases moveis: 0-10 min, 90% A, 10% B; 10 a 10,5 min, 90-82% A, 10-8% B;
10,5-16 min, 82% A, 18% B; 16-16,5 min, 82-75% A, 18-25% B; 16,5 a 25 min, 75% A, 25%
B.

Para ambas as condi¢des analiticas, os compostos fenolicos foram quantificados por
interpolag¢do em curvas analiticas externas (R2 > 0,993) utilizando sete pontos de padroes (1-7
pug/mL), em triplicata. Os dados foram processados no software Empower® e os resultados

foram expressos em mg. g" de extrato.
2.6 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e comparagdo de
médias pelo teste de Tukey a um nivel de significancia de 5%, apds avaliagdo da normalidade
e homogeneidade. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do programa SPSS 15.0

(SPSS Inc., EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Teor de lipideos da propolis verde, marrom e preta

Os teores de lipideos (%) das amostras brutas de propolis verde, marrom e preta, estdo
representados na Figura 4. Como ¢ possivel observar, houve diferenga estatisticamente

significativa do teor de lipideos entre as amostras.

Figura 4 - Teor de lipideos das amostras brutas de propolis verde, marrom e preta
Teor de lipideos (%0)
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Legenda: Legenda: HV: hidrogel + extrato de propolis verde; HM: hidrogel + extrato de propolis marrom; HP:
hidrogel + extrato de propolis preta
*Médias seguidas da mesma letra mintiiscula ndo diferem entre si pelo teste de comparagdo de médias (p < 0,05).

A propolis preta apresentou o maior teor de lipideos entre as trés amostras analisadas.
Essa variacao no teor de lipideos entre os trés tipos de propolis € esperada, pois diferentes tipos
de propolis exibem composigdes quimicas distintas, principalmente devido as suas origens
botanicas diferentes

Existem dados limitados disponiveis sobre a composi¢do centesimal de propolis bruta e
consequentemente, sobre o teor de lipideos (Pant ef al., 2024). Entretanto, os valores obtidos
neste estudo (33,59 a 62,27%) corroboram aos encontrados na literatura, que apresentaram uma
variagdo de 29,27 a 64,14% em alguns estudos, que utilizaram o mesmo método de extracao de
lipideos, realizado no presente estudo (Barbosa, 2017; Machado et al., 2015; Nunes, 2019).

O maior percentual da composicao quimica da propolis consiste em lipideos, um alto teor
justificado por se tratar de um recurso natural produzido a partir de resinas, balsamos e ceras,
que sao ricas em lipideos (Barbosa, 2017).

A dificuldade na comparacdo dos dados referentes aos teores de lipideos de diferentes
tipos de propolis, estd relacionada a influéncia exercida pela fonte botanica de coleta das

abelhas, regido de origem da propolis, sazonalidade e método de andlise utilizado. Sua
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composi¢ao quimica apresenta uma grande variedade, dependendo do tipo de propolis, o que

pode resultar em diferengas em seu teor de lipideos (Guzelmeric et al., 2021).

3.2 Capacidade de incorporaciao dos extratos de propolis verde, marrom e preta ao

hidrogel de amido de sorgo

As leituras das absorbancias & 426 nm das amostras de extrato de propolis verde,
marrom e preta, antes € apos incorporagdo ao hidrogel, estdo representadas na Figura 5. As
comparagoes das médias foram realizadas para o mesmo tipo de propolis, antes e apos a

incorporagdo dos extratos ao hidrogel.

Figura 5 - Capacidade de incorporagdo dos extratos de propolis ao hidrogel
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Legenda: representacdo grafica das médias das absorbancias das amostras de extrato de propolis verde, marrom e
preta, antes e apds incorporagdo ao hidrogel.

*Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si para o mesmo tipo de propolis, pelo teste de
comparagdo de médias (p < 0,05).

Sobre o extrato de propolis verde, os valores das leituras das absorbancias antes da
incorporacdo ao hidrogel de amido de sorgo foi de 0,013 + 0,003 e ap6s a incorporagdo ao
hidrogel foi de 0,013 + 0,001, valores iguais estatisticamente. O mesmo ocorreu em relagao a
propolis marrom, em que os valores das leituras das absorbancias antes da incorporagdo ao
hidrogel foi de 0,008 = 0,002 e a absorbancia do extrato apos incorporacdo ao hidrogel foi 0,009
+0,001.

Esses resultados demonstram que houve a incorporacao dos extratos ao hidrogel de
amido de sorgo, evidenciando a capacidade desta matriz polimérica em incorporar os extratos
aquosos de propolis, utilizados no presente estudo, como fonte de substancias bioativas.

Como ¢ possivel observar na Figura 5, houve diferenga estatisticamente significativa

entre os valores de absorbancia, para a propolis preta, antes (0,023 + 0,002) e apds a
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incorporagdo do extrato ao hidrogel (0,012 + 0,002), sendo que o valor da leitura da absorbancia
desse extrato, antes da incorporacao ao hidrogel, foi maior do que ap6s a incorporacao.

Esse resultado demonstra que, a propolis preta, por apresentar maior teor de lipideos em
relagdo as propolis verde e marrom, ou seja, por caracteristica mais lipofilica, apresenta uma
afinidade elevada por ambientes apolares, devido a sua estrutura quimica predominantemente
hidrofébica. Essas substancias geralmente contém longas cadeias de hidrocarbonetos ou grupos
funcionais apolares que nao interagem favoravelmente com moléculas de dgua, que sao polares,
dificultando assim a sua incorporagao no hidrogel, que apresenta caracteristica altamente
hidrofilica (Dahal; Janaswamy, 2024; Liu et al., 2018).

As substancias bioativas apresentam as caracteristicas de serem degradaveis e sensiveis,
sendo altamente suscetiveis a oxidagdo e outros fatores externos, como alta temperatura e
presenca de luz e oxigénio, e podem ter sabor e aroma indesejaveis, o que pode limitar seu uso
na industria (Gomes Sa et al., 2023; Tavares et al., 2022). Devido a isso, encontrar alternativas
que possam mantes a estabilidade dessas substancias, torna-se relevante, como a incorporagao
em hidrogéis, que, devido as suas propriedades de retencao ou liberacao de compostos bioativos
(Soares et al., 2021).

Diante desse contexto, incorporar extratos de propolis em matrizes poliméricas, como
em hidrogé€is de amido, torna-se uma alternativa promissora para promover a protecao desses
compostos, ampliando assim a gama de aplicagdes desses extratos, garantindo e mantendo seus

efeitos bioativos (Cui et al., 2022; Medha ef al., 2024; Meng et al., 2020).

3.2 Caracterizac¢ido do hidrogel a base de amido de sorgo incorporado de extratos de
propolis verde, marrom e preta
3.2.1 Determinacao da atividade de agua, sinérese e capacidade de retencio de agua

Os valores de atividade de dgua (ay), taxa de liberacdo de dgua expressos em grama de

agua/100 g de gel e capacidade de retengdo de dgua (CRA), estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Atividade de 4gua (ay), sinérese e capacidade de retencdo de dgua (CRA)
das amostras de hidrogel incorporado dos extratos de propolis verde, marrom e preta

Amostra aw Sinérese (%) CRA (g)
HV 0,932 + 0,03° 8,45+ 1,07° 0,09 + 0,072
HM 0,980 + 0,02 3,75 +0,72° 0,05 £ 0,00?
HP 0,996 + 0,00? 21,50 £3,97% 0,15+0,09*

HV: hidrogel incorporado com extrato de propolis verde; HM: hidrogel incorporado com extrato de propolis
marrom; HP: hidrogel incorporado com extrato de propolis preta.

* Média + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
comparagdo de médias (p < 0,05).
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Atividade de agua (aw)

A atividade da dgua ¢ uma propriedade fisica medida na industria alimenticia que ajuda
a prever a vida util e a atividade microbiana. Trata-se de uma representacao das propriedades
coligativas: pressdo de vapor, depressdo do ponto de congelamento, elevacdo do ponto de
ebulicdo e pressdo osmotica, todas as quais sdo medidas unicas e quantitativas do potencial
quimico de uma solucdo em uma dada concentragdo, temperatura e pressao (Subbiah; Blank;
Morison, 2020).

Em uma solucao ideal, essa proporg¢ao ¢ igual a fragdo molar de agua na solugdo, mas
normalmente é menor que isso, entio o coeficiente de atividade da agua ¢ introduzido. E
avaliada em uma escala de 0 a 1, onde 1 representa a 4gua pura (Subbiah; Blank; Morison,
2020; Sun et al., 2024).

Os valores de a,, das amostras de hidrogel, incorporado dos extratos de propolis verde,
marrom e preta, foram de 0,932 + 0,03 para o hidrogel com extrato de propolis verde, 0,980 +
0,02 para o hidrogel com extrato de propolis marrom e de 0,996 + 0,00 para o hidrogel com
extrato de propolis preta, conforme demonstrado na Tabela 1, caracterizando uma elevada a,,
visto que esses valores ficaram bem proximos de 1.

A a, foi maior e estatisticamente igual para as amostras HM e HP e a amostra HV
apresentou uma menor a,, em relacdo a amostra HP. A adi¢do de diferentes tipos de extratos,
podem influenciar na atividade de agua do hidrogel, visto que o nimero médio de moléculas de
agua pode ser afetado pelas interagdes entre o soluto e o solvente, resultando assim em mais ou
menos agua livre na solucdo (Burakowski; Glinski, 2012).

As diferencas observadas indicam que o tipo de propolis influenciou na a,.. As amostras
HV e HP podem ter apresentado maior a, devido aos extratos mais fluidos e ao maior teor de
agua livre. Esta variagdo pode ser explicada pela composi¢do quimica dos trés tipos de propolis,
especialmente pelo teor de lipideos. A andlise dos lipideos totais revelou que a propolis preta
possui o0 maior teor (61,27%), seguida pela propolis marrom (52,22%) e pela propolis verde,
que apresentou o menor teor (33,59%).

As diferencas no teor de lipideos entre os trés tipos de propolis conferem a propolis
preta caracteristicas mais lipofilicas. Quando misturada com dgua, ocorre uma segregacao
espontanea devido a natureza polar da agua e a natureza apolar dos lipidios, resultando em um
maior teor de agua livre. Isso acontece porque a interacdo entre as moléculas de agua ¢ mediada

por fortes ligacdes de hidrogénio, enquanto as moléculas lipofilicas interagem entre si por meio



143

de for¢as de van der Waals e interagdes hidrofobicas, formando ligacdes mais fracas (Das;
Mitra, 2014; Van Balen ef al., 2004).

Valores elevados de atividade de agua em hidrogéis sao esperados, considerando que se
trata de uma suspensao de polimero, neste caso, o amido, com alta capacidade de retengao de
agua. Além disso, os hidrogéis de amido s3o definidos como uma matriz polimérica hidrofilica
com uma estrutura tridimensional reticulada por processos fisicos ou quimicos. Essa
configuragdo estrutural permite a absorcao significativa de agua ou solu¢des aquosas, mantendo
a integridade do gel sem dissolucao (Cui et al., 2022; Larrea-Wachtendorff; Sousa; Ferrari,
2020).

Al incorporar extratos que apresentem atividade antimicrobiana, como a propolis, esta
limitacdo de elevada atividade de 4gua do hidrogel, que favorece a proliferagdo de
microrganismos, pode ser minimizada, visto que essa substancia apicula apresenta uma notavel
atividade antimicrobiana e antifungica, amplamente documentada em diversos estudos
cientificos. Este efeito € atribuido a presenca de substancias bioativas como flavonoides, acidos
fenolicos e ésteres (Bouchelaghem, 2022; Celekli; Akhras; Bozkurt, 2024; Queiroga et al.,
2023).

Sinérese (%)

Em relagdo a sinérese das amostras de hidrogel, incorporado com os extratos de propolis
verde, marrom e preta, os valores foram de 8,45 + 1,07 % para HV, 3,75 + 0,72 % para HM e
21,50 + 2,97 % para HP. Dentre esses valores, a amostra HP foi a que apresentou a maior
sinérese, em relacdo @ HV e HM, que foram iguais estatisticamente.

Sinérese ¢ um fendmeno comum em geis, caracterizado pela liberacao de liquido da
estrutura do gel. Esse processo ocorre quando o gel se contrai e libera parte da 4gua ou solvente
que estava retido inicialmente. A sinérese pode ser influenciada por varios fatores, como a
composicdo quimica do gel, a quantidade de polimeros, as condi¢des de armazenamento e as
interacdes entre as moléculas presentes na matriz do gel. Em contextos alimenticios, a sinérese
pode impactar a textura, aparéncia e estabilidade dos produtos, sendo um aspecto crucial a ser
considerado no desenvolvimento e fabricagdo de géis alimentares (Ako, 2015; Panja; Dietrich;
Adams, 2022; Wu et al., 2023Db).

O hidrogel de amido de sorgo, quitosana e acido citrico, incorporado com o extrato de
propolis preta, apresentou maior sinérese, ou seja, teve a maior quantidade de agua liberada
apods 24 h de armazenamento. Isso demonstra que esse extrato aquoso, formou menos interagdes

intermoleculares ou interagdes mais fracas, quando comparado as amostras HV e HM, o que
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pode ser associado a caracteristica mais lipofilica da propolis preta. Em estudo que avaliou a
sinérese de hidrogéis a base de trigo, Maniglia et al. (2020), encontraram valores que variaram
de 3,62+0,13a7,38+0,71 gagua/100 g gel, valores semelhantes aos encontrados neste estudo,
nas formulagdes com menor sinérese (HV e HM).

Wu et al., (2022), ao avaliarem a sinérese de um hidrogel de copolimero de acrilamida
de cloreto de acriloiloxietil trimetilaménio (AM/DAC), encontraram um valor de sinérese de
40,5%, ou seja, superior ao relatado neste estudo, onde o maior valor de sinérese foi de 21,50%
para a amostra HP. Isso demonstra que as amostras de hidrogel, incorporado com extratos de
propolis verde, marrom e preta, apresentaram uma baixa sinérese (HV ¢ HM) e intermediaria
para a amostra HP.

A sinérese em géis de amido ¢ um fendmeno que ocorre quando hé a expulsdo de agua
da rede tridimensional do gel. Esse processo ¢ influenciado principalmente pela retrogradacao,
que ¢ a reorganizacdo das moléculas de amido, especialmente a amilose, apds a gelatinizagao.
Durante o resfriamento dos géis de amido, as moléculas de amilose e amilopectina se
reassociam, formando uma rede mais ordenada e densa, o que resulta na expulsdo de dgua
anteriormente retida na matriz do gel (Costa ef al., 2020; Tovar et al., 2002).

Esse processo complexo ¢ influenciado por multiplos fatores, incluindo a composi¢ao
do amido, as condi¢des de armazenamento, o pH e a presenga de solutos, bem como o método
de gelificagdo utilizado. A compreensdo detalhada desses fatores € essencial para controlar e
minimizar a sinérese em aplicacdes industriais, garantindo a estabilidade e a qualidade dos

produtos alimenticios (Costa et al., 2020).
Capacidade de retengdo de dgua (WHC)

A capacidade de retengdo de dgua das amostras de hidrogel incorporado com extratos
de propolis verde, marrom e preta, foi determinada através do valor de perda de 4gua (WL) em
gramas, conforme apresentado na Tabela 1. Os valores foram de 0,09 + 0,07 g para HV, 0,05 £
0,05 g para HM e 0,15 £+ 0,09 g para HP. Esses valores ndo diferiram entre si estatisticamente.

Esses resultados demonstraram que a adi¢cdo de extratos de propolis, provenientes de
fontes diferentes, ndo influenciou na capacidade de retencdo de agua do hidrogel, apresentando
as trés amostras, baixos valores de perda de 4gua.

Durante o resfriamento dos géis de amido, as moléculas de amilose e amilopectina se
reassociam, formando uma rede mais ordenada e densa, resultando na expulsdo de agua

anteriormente retida na matriz do gel. Este processo ¢ chamado retrogradacdo e resulta na
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liberagdo de dgua que estava previamente ligada as cadeias de amilose e amilopectina (Costa et
al., 2020).

A retrogradacdo ¢ responsavel pela formacao de géis de amido mas também pela
separacao de liquido (agua) do sélido (amido). Essa caracteristica inerente aos géis de amido,
pode ser prejudicial a qualidade de produtos alimenticios, pois essa liberagdo de agua pode
influenciar na aparéncia e na textura desses produtos (Li et al., 2023).

Avaliar a capacidade de retenc¢ao de agua em hidrogéis a base de amido €, portanto, um
parametro extremamente importante para avaliar a estabilidade do gel formado. Os resultados
encontrados no presente estudo, demonstraram que a formulagdo de hidrogel a base de amido
de sorgo, quitosana e acido citrico, apresentou boa estabilidade e baixa taxa de liberagdo de
agua, sendo promissora para a incorporacao de extratos ricos em substancias bioativas, como a

propolis.
3.2.2 Potencial hidrogenionico (pH)

As amostras de hidrogel de amido de sorgo, quitosana e 4% de acido citrico,
incorporados com extratos aquosos de propolis verde (HV), marrom (HM) e preta (HP),
apesentaram valor de pH de 4,26 + 0,03, 4,26 = 0,03 e 4,30 £+ 0,05 respectivamente, sendo

iguais estatisticamente entre si, conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Potencial Hidrogenionico (pH) das amostras de hidrogel incorporado dos extratos
de propolis verde, marrom e preta
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Legenda: Potencial hidrogenidnico (pH) das amostras de de hidrogel de amido de sorgo, quitosana e 4% de acido
citrico, incorporados com extratos aquosos de prépolis verde (HV), marrom (HM) e preta (HP).
*M¢édias seguidas da mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de comparacdo de médias (p < 0,05).
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Esses resultados demonstram que a adicdo dos extratos aquosos de propolis nao
influenciou no pH do hidrogel. Conforme apresentado no capitulo III, devido a formulagado
desenvolvida ter a adi¢ao de 4% de 4cido citrico, justifica-se o pH de carater 4cido das amostras.

Meng et al. (2020) desenvolveram hidrogéis a base de amido de tapioca esterificado,
encontraram valores de pH que variaram de 3 a 8, concluindo que quando o pH era menor que
6, o grau de inchago dos hidrogéis aumentou significativamente. O grau de inchago em
hidrogéis esta relacionado a capacidade desses materiais de absorver e reter agua ou fluidos
biologicos sem dissolver o polimero.

Em estudo que desenvolveu hidrogel a base de amido modificado de milheto, Mahajan;
Bera; Panesar, (2021) relataram que a reticulagdo aumentou em pH baixo e diminuiu
gradualmente ao aumentar o pH. Os autores atribuiram esse resultado aos altos ions H™ em
condi¢des de pH baixo que se ligam as cadeias de amido intramolecularmente, isolando as
moléculas de agua.

Wang et al. (2023) avaliaram o impacto do pH em hidrogel de proteina de ervilha e os
resultados mostraram que o pH afetou significativamente o processo de gelificagdo do hidrogel
desenvolvido, formando uma estrutura lamelar em pH 3, uma estrutura de rede de agregacao de
granulos em pH 5 e estruturas porosas em pH 7. A variagdo do pH alterou a microestrutura do
hidrogel e apresentou a maior forca de gel e autorrecuperagdo em pH 3.

O pH 4cido ¢ importante para a formagdo de géis de amido, por protonagao dos grupos
carboxilicos, diminuindo a repulsdo eletrostatica entre as moléculas e estabilizando o gel
(Hirashima; Takahashi; Nishinari, 2012).

Esses resultados demonstram que a adigdo de um meio acido, como o acido citrico
dissolvido em agua, utilizado na formulagdao do hidrogel de amido de sorgo e quitosana no
presente estudo, pode ajudar no desenvolvimento de hidrogéis sensiveis ao pH, com potencial
para para incorporacdo de compostos bioativos e além disso, reduzir o crescimento de

microrganismos (de Lima et al., 2016; Wu et al., 2023a).
3.2.3 Avalia¢do morfologica

A morfologia das amostras de hidrogel de amido de sorgo, quitosana e acido citrico,
com incorporacao dos extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta, esta apresentada na

Figura 7.
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Figura 7 - Morfologia dos hidrogéis de amido de sorgo, incorporados com os extratos de
propolis verde, marrom e preta

Amphapdo X500 (a) Amphacic 1000 [b)

Morfologia dos hidrogéis de amido de sorgo, quitosana e 4% de acido citrico, incorporado com os extratos de
propolis verde, preta e marrom. Figura (a): X500 de ampliagdo e figura (b): X1000 de Ampliagdo. HV: hidrogel +
extrato de propolis verde; HM: hidrogel + extrato de propolis marrom; HP: hidrogel + extrato de propolis preta
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A morfologia deste hidrogel foi apresentada no capitulo III deste trabalho, na qual foi
possivel observar a presenca de poros, o que facilita a penetracdo de 4gua ou outras solugdes
aquosas, que pode ser aprisionada em sua rede tridimensional (Chang et al., 2010).

Na Figura 7, HV, HM e HP (a) e (b), nota-se que esses poros anteriormente formados
estdo aparentemente preenchidos com os extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta,
que foram incorporados a formulagdo de hidrogel. Observas-se que a amostra HP apresenta
uma maior quantidade de poros ocos, em relacao as amostras HV e HM, o que pode significar
que o extrato de propolis preta pode nao ter sido bem aprisionado na estrutura tridimensional
do hidrogel, o que pode ser explicado pela natureza mais lipofilica da propolis preta.

Essa diferenga também pode ser confirmada na andlise de sinérese, apresentada na
Tabela 1, em que a amostra HP apresentou uma maior porcentagem de perda de agua (21,50%)
em relacdo as amostras HV e HP, que apresentaram uma perda de agua de 8,45 e 3,75%,
respectivamente. Essa sinérese mais intensa, demonstra que esse extrato aquoso, formou menos
ou mais fracas interagdes intermoleculares com o hidrogel, quando comparado as amostras HV
e HM.

No entanto, a formac¢do de uma estrutura porosa, tridimensional em hidrogéis ¢ ideal
para a permeabilidade de liquidos, aumentando sua capacidade de absor¢do e facilitando a
penetracao de solucdes aquosas (Biduski et al., 2018; Mousavi et al., 2019).

Estas caracteristicas, que puderam ser observadas na morfologia do hidrogel
desenvolvido no presente estudo, no capitulo III, comprovam que a formulagido desenvolvida
representa uma excelente matriz polimérica, para a incorporagdo de extratos com propriedades

bioativas, como os utilizados neste estudo.
3.2.4 Analise do pertfil de textura (TPA)

Os perfis de textura das amostras de hidrogel de amido de sorgo, quitosana e 4% de
acido citrico, com incorporacdo dos extratos aquosos de propolis verde (HV), marrom (HM) e
preta (HP), estdo apresentados na Tabela 2. A andlise de textura ¢ uma ferramenta importante
para avaliar a qualidade sensorial de produtos alimenticios. Ela permite medir a resisténcia
mecanica de um material quando submetido a forgas de compressdo, cisalhamento ou
penetracdo (Chen; Opara, 2013). No presente estudo, os parametros texturais avaliados foram

dureza, coesividade, gomosidade, resiliéncia, adesividade e flexibilidade.
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Tabela 2 — Analise do perfil de textura (TPA) das amostras de hidrogel de amido de sorgo,
quitosana e 4% de acido citrico, incorporado com extratos de propolis verde, marrom e preta

Amostra
Parametros HV HM HP
Dureza 1,62 +0,18% 1,49 +0,34* 1,49 + 0,06*
Coesividade 0,70+ 0,01% 0,72 + 0,00% 0,68 +0,01°
Gomosidade 1,14 +0,11° 1,07 £ 0,25% 1,01 £ 0,042
Resiliéncia 0,03 + 0,00% 0,03 +0,00* 0,03 +0,00*
Adesividade -194,81 + 7,93? -155,83 + 26,13 -179,56 + 23,64*
Flexibilidade 0,93 +£0,01* 0,95 +0,00* 0,93 £ 0,022

Legenda: HV: hidrogel + extrato de propolis verde; HM: hidrogel + extrato de propolis marrom; HP: hidrogel +
extrato de propolis preta

*Média + desvio padrdo. Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
comparagdo de médias (p < 0,05).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, € possivel observar que as trés
amostras apresentaram comportamento semelhante quanto a dureza, gomosidade, resiliéncia,
adesividade e flexibilidade, ndo diferindo significativamente entre si (p > 0,05). J4 em relagao
ao parametro coesividade, houve diferenca significativa para a amostra HP, que apresentou o
menor valor em relacao as amostras HV e HM.

O parametro “dureza’ no perfil de textura (TPA), esta relacionado com a forca maxima
de compressao extraida da curva forga vs. tempo. O valor de forca de pico esté relacionado a
forca méaxima de compressdo (uniaxial), designada como ‘“dureza” na profundidade
especificada no teste. Devido a rede estrutural continua que forma os géis, valores de dureza
mais altos se traduzem em uma area maior sob a curva forga vs tempo, correspondendo a uma
maior quantidade total de for¢a necessaria para executar o processo de cisalhamento (Martins
etal. 2019).

No presente estudo, os valores de dureza (HV: 1,62 + 0,18, HM: 1,49 + 0,34 ¢ HP: 1,49
+ 0,06) ndo diferiram entre si, demonstrando que a incorporacao de extratos de diferentes tipos
de propolis, ndo influenciou neste pardmetro de textura. Esses resultados demonstram que a
adicao dos extratos aquosos de diferentes tipos de propolis, ndo afetou a compressibilidade dos
hidrogéis nas concentragdes utilizadas nas amostras.

Martins et al. (2019), desenvolveram hidrogéis a base de alginato de sddio e diferentes
concentragdes de cera de abelha, relataram valores de dureza que variaram de 0,213 = 0,001 a
12,60 £ 0,60. Os autores atribuiram essa diferenca em relagao a dureza dos géis, a concentracao
de cera de abelha, que diminuia, conforme aumentava essa concentracao.

Em outro estudo que avaliou a dureza de hidrogéis a base de isolado de proteina de soja

com diferentes concentracdes de goma de fibra de milho, Yan ef al. (2021) encontraram valores
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que variaram de 0,5 a 1,8 em média, demonstrando que conforme a concentragdo de goma de
fibra de milho aumentava, o valor de dureza dos géis também aumentou.

Para aplicagdes alimentares, como objetivado no presente estudo, géis muito firmes,
com elevados valores de dureza, ndo seriam interessantes, pois quanto maior a dureza, mais
dificil torna-se comprimir ou mastigar o produto alimenticio, o que poderia ocasionar em uma
baixa aceitacdao dos consumidores. Portanto, géis mais fluidos, com menores valores de dureza,
como o do presente estudo, seriam mais convenientes.

Na analise do perfil de textura, a sonda ¢ comprimida duas vezes na amostra de gel ¢ a
coesividade ¢ definida como a razdo da area sob a curva for¢a-tempo produzida no segundo
ciclo de compressao para aquela produzida no primeiro ciclo de compressdo com compressoes
sucessivas sendo separadas por um periodo de recuperacao definido (Hurler ez al., 2012).

A coesividade ¢ a medida da for¢a das ligagdes internas que compdem a estrutura. Desta
forma, a baixa coesividade das amostras de hidrogel com incorporagdo de extratos de propolis
verde, marrom e preta, pode ser devido a fraca associagdo intermolecular. Destaca-se neste
sentido, que a amostra HP apresentou menor valor de coesividade (0,68 + 0,01) em relagdo as
amostras HV e HM.

Este resultado demonstra maior fraqueza nas ligagdes intermoleculares do extrato
aquoso de propolis preta, com o hidrogel de amido de sorgo, quitosana e acido citrico. Essa
diferenca para este extrato também foi apresentada em relagdo a analise de sinérese no presente
estudo, comprovando a formacdo de menos interagdes intermoleculares ou interagdes mais
fracas, quando comparado as amostras HV e HM, devido a natureza mais lipofilica da prépolis
preta.

Biduski, (2018) ao desenvolver hidrogéis a base de amido de arroz, com adic¢do de 6leo
essencial de alecrim, relatou valores de coesividade entre 0,74 + 0,02 ¢ 0,78 + 0,00, resultados
muito proximos ao encontrado no presente estudo para as amostras analisadas.

O parametro textural “gomosidade”, refere-se a densidade que persiste durante a
mastigagao de um produto semi-solido, ou seja, ¢ a energia necessaria para mastigar o alimento.
A gomosidade ¢ calculada como o produto da dureza pela coesividade (Chandra; Shamasundar,
2015).

As amostras de hidrogel adicionadas com os extratos de propolis verde, marrom e preta,
apresentaram baixos valores de gomosidade, sem diferenga estatisticamente significativa entre
si, conforme apresentado na Tabela 2. Este resultado foi satisfatério, tendo em vista que

produtos alimenticios “gomosos” podem ser pegajosos ou dificeis de mastigar.
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Quanto aos pardmetros texturais resiliéncia e adesividade, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as trés amostras analisadas, demonstrando que o tipo de
propolis (verde, marrom e preta) dos extratos adicionais ao hidrogel, ndo influenciou nesses
parametros.

A resiliéncia ¢ a medida de recuperacdo da amostra ap6és compressao, em termos de
forca derivada e velocidade. Embora ndo seja mencionada diretamente, a resiliéncia esta
relacionada a capacidade do alimento de recuperar sua forma original ap6s a aplicacao de forca.
Alimentos resilientes retornam a sua forma rapidamente, enquanto alimentos menos resilientes
podem permanecer deformados (Biduski et al., 2018).

Durante a ultima etapa do teste textural, a sonda cOnica retira a amostra e qualquer
adesividade demonstrada por uma regido de forca negativa na curva mostrada ¢ registrada, o
que esta relacionado com o trabalho de adesdo (Kamboj; Rana, 2014).

O perfil de adesividade de hidrogéis ¢ uma indicacdo da resposta do material e sua
consequente resisténcia a separag¢ao da base do cone. Quanto mais pegajosa for a amostra, mais
negativo serd o valor (Martins ef al., 2019).

Ao analisar o parametro textural de flexibilidade, os valores encontrados foram de 0,
93+ 0,01, 0,95 + 0,00 ¢ 0,93 + 0,01, para as amostras HV, HM e HP, respectivamente, ndo
apresentando diferenca estatisticamente significativa entre si. Em estudo que desenvolveu
hidrogéis a base de amido de arroz, com adi¢do de 6leo essencial de alecrim, Biduski (2018)
relatou valores de flexibilidade entre 0,52 + 0,01 e 0,62 = 0,00, resultados proximos aos
encontrados no presente estudo. Esses resultados demonstram que a adigdo de extratos de
diferentes tipos de propolis, ndo influenciou na flexibilidade das amostras analisadas.

A flexibilidade ¢ determinada pela altura que as amostras recuperam durante o tempo
entre as compressdes e corresponde a capacidade da amostra em retornar ao seu estado original
apods a compressao (Biduski et al., 2018).

Sendo assim, o perfil de anélise em textura (TPA) das amostras de hidrogel de amido
de sorgo, quitosana e 4% de acido citrico, com a incorporagdo de extrato aquoso de propolis
verde, marrom e preta, demonstrou que os diferentes tipos de propolis presentes nos extratos
adicionados, ndo influenciou significativamente na textura das amostras, sendo diferente apenas
para a coesividade, para a amostra HP, que demonstrou uma coesividade um pouco menor em

relacdao as amostras HV e HM.
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3.2.5 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de ATR-FTIR das trés amostras de hidrogel a base de amido de sorgo,
quitosana e 4% de acido citrico, com incorporac¢do dos extratos aquosos de propolis verde (HV),

marrom (HM) e preta (HP) estdao apresentados na Figura 8.

Figura 8 - Espectros de FTIR do hidrogel incorporado com extratos de propolis verde,

marrom e preta
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Legenda: HV: hidrogel + extrato de propolis verde; HM: hidrogel + extrato de propolis marrom; HP: hidrogel +
extrato de propolis preta
De modo geral, as trés amostras apresentaram as mesmas bandas,

independenteindependentemente de sua constituigdo. Possivelmente as bandas evidenciadas
estdo vinculadas aos componentes majoritarios das amostras, no caso, o hidrogel de amido de
sorgo com quitosana e acido citrico. A banda em 3293 cm-1 ¢ atribuida ao estiramento de
grupos hidroxila (OH) e a banda em 2922 cm-1 as vibragdes de alongamento C-H do amido
(Lin, 2016).

Em 1638 cm-1 ha uma banda de flexdo do grupo hidroxila da dgua, indicando que o
polimero ¢ higroscopico. Em 1364 cm-1 ha uma banda relacionada a deformagao angular de
ligagdes C-H. As bandas entre 1050 e 991 cm-1 sdo caracteristicas de polissacarideos e sdo
atribuidas a deformagdes do grupo C-O-C e flexdo do grupo OH (Ferreira-Villadiego et al.,
2018).

As bandas caracteristicas de acido citrico, relacionadas ao estiramento dos seus grupos
carbonila (C=0), com frequéncia acima de 1704 cm-1 (Garcia et al., 2011) ndo foram

visualizadas.
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Esses resultados demonstram que a adi¢do dos extratos de propolis verde, marrom e
preta ndo influenciou nos grupos funcionais do hidrogel a base de amido, quitosana e acido

citrico.
3.3 Perfil de compostos fendlicos
Identificagdo e quantificagdo de compostos fenolicos

Os compostos identificados e quantificados durante a analise, nos extratos aquosos
brutos de propolis verde (V), marrom (M) e preta (P), antes do processo de digestdo
gastrointestinal in vitro e suas respectivas as fragdes bioacessiveis, verde (BV), marrom (BM)
e preta (BP), bem como as fragdes bioacessiveis dos extratos incorporados ao hidrogel (propolis
verde: HV, prépolis marrom: HM, propolis preta: HP), estdo apresentados na Tabela 3.

Observa-se que o perfil de compostos fenolicos nos extratos de diferentes tipos de
propolis e suas fracdes bioacessiveis, incorporados ou ndo ao hidrogel, diferem
significativamente entre si. Isso evidencia que a disponibilidade dos compostos analisados, e
consequentemente sua degradacdo, ¢ influenciada pelo processo de digestdo no trato
gastrointestinal. Sendo assim, os compostos consumidos ndo necessariamente sio 0s que
efetivamente exercerdo a¢ao no organismo (Rodrigues et al., 2022).

Vale ressaltar que as médias das concentracgdes referentes aos compostos identificados,
foram comparadas apenas para o mesmo tipo de propolis, ou seja, o extrato bruto, com suas
respectivas fracdes bioacessiveis, com e sem hidrogel.

De acordo com esses resultados (Tabela 3), os compostos que apresentaram uma maior
concentragdo na fracdo bioacessivel dos extratos incorporados ao hidrogel, quando comparada
a fragdo bioacessivel do extrato bruto, foram o acido clorogénico e acido cafeico, na propolis
marrom, o acido p-cumadrico, que se manteve igual em termos de concentracao na amostra BM
e HM e o 4cido ferulico que manteve sua concentragdo na propolis verde (amostras HB e HM)

e apareceu apenas nas amostras HM e HP.
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Tabela 3 - Perfil de compostos fendlicos (mg.g™! de extrato) nos extratos de propolis verde, marrom e preta, antes e apds o processo de digestio

in vitro
VERDE MARROM PRETA
COMPOSTOS v BV HV M BM HM P BP HP
Acido galico
A (nm): 271 0,0017 j 0,0000 ND ND ND ND ND 0,0019 j 0,0001 ND ND
RT (min): 2,86
Catequina
(o, 279 0,0028 j 0,0000 ND ND 0,0013 J;r 0,0003 D D 0,0010 j 0,0003 D D
RT (min): 8,84
Ac"‘x"(g?)r_‘;gzgnlc" 0,2153+0,0031  0,0108£0,0013  0,0001 +0,0001  0,0270 + 0,0005 D 0,0006 £0,0001  0,1624 +0,0401  0,0109 +0,0003  0,0003 % 0,0002
RT (min): 9,20 2 B ¢ a b 2 b ¢
Acido cafeico 0,0144 +0,0002  0,0031 = 0,0006 0,0003 = 0,0000 0,0001 +0,0000  0,0053 +0,0027 0,008 % 0,0001
A (nm): 322 a B ND a ND b a b ND
RT (min): 3,77
Epicatequina
% (am): 277 0,0037 N 0,0007  0,0018 5 0,0003 ND ND ND ND ND ND ND
RT (min): 4,55
Ac‘dk"(rl;f)f‘;‘(;gr 10 03019+0,0022 0,0183+0,0036 0,0007+0,0002 0,1022+0,0022  0,0052 +0,0004 0,0024 +0,0002 0,0215 =0,0002  0,0034 =0,0002  0,0003 = 0,0000
RT (min): 6,95 2 B ¢ 2 b b a b ¢
Acido Feriilico
+ + + + +
A (nm): 322 0,0050 - 0,0003  0,0003 £ 0,0001  0,0002 : 0,0000 D D 0,0002 - 0,0000 D ND 0,0001 : 0.0000
RT (min): 9,93
Rutina
A (nm): 354 0,001 j 0,0001 ND ND 0,0003 : 0,0000 ND ND ND ND ND
RT (min): 12,98
Miricetina
A (amy. 372 0,0020 : 0,0001 ND ND 0,0003 f; 0,0001 ND ND 0,0005 ;c 0,0001 ND ND
RT (min): 15,48
Quercetina
A (nm): 372 ND ND ND ND ND ND 0,0007 j 0,0005 ND ND
RT (min): 19,85
Apigenina
A (nm): 338 0,0006 ;‘ 0,0000 ND ND ND ND ND ND ND ND
RT (min): 23,1
Campferol
A (nm): 366 ND ND ND ND ND ND ND ND ND

RT (min): 23,91

Legenda: V; M; P: extratos brutos de propolis verde, marrom e preta. BV; BM; BP: fracdo bioacessivel dos extratos de propolis verde, marrom e preta. HV; HM; HP: fragdo bioacessivel dos
extratos de propolis verde, marrom e preta incorporados ao hidrogel. A (nm): comprimento de onda; RT (min): tempo de retengéo.

* Valor médio + desvio padrdo; n = 3. Letras iguais na mesma linha (mesmo tipo de propolis) ndo diferem significativamente entre si a 5%, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Os perfis cromatograficos dos extratos brutos de propolis verde, marrom e preta, nos
métodos A e B, estdo representados na Figura 9 e os cromatogramas das fragdes bioacessiveis
dos extratos brutos e incorporados aos hidrogéis, bem como dos padrdes utilizados nos métodos

A e B, encontram-se no Apéndice B deste trabalho.

Figura 9 - Cromatogramas dos fendlicos identificados nos extratos brutos de propolis verde
(a), marrom (b) e preta (c), pelos métodos de separagdo A e B
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Perfis cromatograficos dos extratos aquosos brutos de propolis verde (a), mrrom (b) e preta (c). (Método A) 1:
acido galico; 2: catequina e 3: acido clorogénico. (Método B) 4: acido cafeico; 5: epicatequina; 6: acido p-
cumarico; 7: acido ferulico; 8: rutina; 9: miricetina; 10: quercetina; 11: apigenina e 12: campferol.



156

Em relagdo ao perfil de fenolicos do extrato de propolis verde, conforme apresentado na
Tabela 3 e na Figura 9 (a), os compostos fenolicos presentes no extrato bruto de propolis verde
(V), foram acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, epicatequina, acido p-
cumarico, acido feralico, rutina, miricetina e apigenina.

Em estudo anterior realizado por Vieira et al. (2023a), que analisou o perfil quimico do
extrato aquoso de propolis verde, da mesma origem ao utilizado no presente estudo, os autores
identificaram como possiveis compostos presentes no extrato analisado, acido cafeico,
apigenina, miricetina, acido clorogénico e derivado do acido ferulico. Estes compostos
fenolicos, além de terem sido também identificados, foram quantificados no presente estudo,
no extrato aquoso de propolis verde.

Chen et al. (2019), estudaram o perfil de fendlicos da propolis verde brasileira, tendo
quantificado o acido cafeico (0,86 + 0,08 mg/g), acido p-cumarico: (11,28 = 0,79 mg/g) e acido
ferulico (0,69 + 0,05 mg/g), perfil semelhante ao encontrado no presente estudo.

Em outro estudo que também estudou a propolis verde brasileira, Osés et al. (2020)
encontraram compostos como o acido galico (0,3 = 0,0 mg/g), 4cido cafeico (0,8 = 0,0 mg/g),
catequina (20,8 = 0,1 mg/g), acido clorogénico (0,2 + 0,0 mg/g), 4cido feralico (0,4 = 0,0 ¢ 0,3
+ 0,0 mg/g). J4 em estudo que avaliou o perfil de fenodlicos em amostras de préopolis de
diferentes regides do Brasil, Marcucci et al., (2000) identificaram e quantificaram os compostos
acido cafeico (0,17 mg/g), acido p-cumarico (0,15 mg/g) e acido feralico (0,11 mg/g).

Dentre estes, o acido clorogénico foi o que mais se aproximou em relacdo a sua
concentragdo, ao resultado encontrado no presente estudo, que foi de 0,2153 £ 0,0031 mg/g e
0 acido p-cumarico apresentou maior concentragdo (0,3019 + 0,0022 mg/g) no extrato de
propolis verde avaliado.

O écido clorogénico (4cido 5- O -cafeoilquinico) ¢ um composto fenolico da familia do
acido hidroxicindmico. Este polifenol possui muitas propriedades promotoras da satde, a
maioria delas relacionadas ao tratamento da sindrome metabdlica, incluindo atividades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antilipidémicas, antidiabéticas e anti-hipertensivas (Berretta
et al., 2023; Santana-Galvez; Cisneros-Zevallos; Jacobo-Velazquez, 2017).

Ja em relagdo ao 4cido p-cumdrico, este fenilpropanoide apresenta propriedades
antioxidantes e antibacterianas. Além disso, ele tem como derivado, o artepillin C, que ¢ um
dos principais compostos fendlicos encontrados na préopolis verde brasileira, agregando alto
valor a este produto apicola. E um componente principal e unico deste tipo de propolis, sendo

responsdvel por vérias propriedades benéficas a saude, como efeitos antioxidantes, anti-
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inflamatérios, antidiabéticos, neuroprotetores, gastroprotetores, imunomoduladores e
anticancerigenos (Liu et al., 2024; Vieira et al., 2023a).

Sobre as fragdes bioacessiveis do extrato bruto de propolis verde (BV) e incorporado ao
hidrogel (HV), € possivel observar na Tabela 3, que para todos os compostos analisados, a
concentragdo diminuiu ou zerou ap6s o processo de digestdo gastrointestinal in vitro € manteve-
se igual estatisticamente, apenas a concentragdo de acido ferulico na amostra sem (BV) e com
hidrogel (HV).

Esses resultados demonstram que o processo de digestao gastrointestinal interfere na
disponibilidade dos compostos fenélicos, levando a degradacao dos compostos analisados. A
bioacessibilidade ¢ a fragao do composto que ¢ liberada da matriz alimentar no TGI e entdo se
torna disponivel para absor¢do (Park; Mun; Kim, 2018).

O acido ferulico, quimicamente conhecido como acido (2E)-3(4-hidroxi-3-metoxifenil)
prop-2enoico, pertence aos derivados do acido cindmico. O acido ferulico, usado na medicina
e na induastria farmacéutica, apresenta potencial no tratamento de doencas cardiovasculares,
disturbios neuroldgicos como Alzheimer e Parkinson, certos tipos de cancer, diabetes e doencas
de pele (Shelar et al., 2024).

A ndo identificacdo do acido cinamico no extrato de propolis verde antes do processo
de digestdo gastrointestinal in vitro, pode estar relacionada ao método de identificagdo proposto
na presente pesquisa, tendo em vista que Vieira et al. (2023a) identificaram este como provavel
composto presente na propolis verde brasileira.

A presenga do 4cido fertlico na fracdo bioacessivel do extrato de propolis verde
incorporado ao hidrogel, pode indicar que o hidrogel a base de amido de sorgo, protegeu o acido
cindmico, indicativamente presente na amostra, durante o processo de digestao in vitro, visto
que uma das fung¢des essenciais de hidrogéis ¢ baseada na retencdo ou liberagdo de compostos
bioativos (dos Santos et al., 2023; Soares et al., 2021).

Em relagdo ao perfil de fenolicos do extrato de propolis marrom, conforme apresentado
na Tabela 3 e na Figura 9 (b), os compostos presentes no extrato bruto de propolis marrom (M),
foram catequina, acido clorogénico, acido cafeico, 4cido p-cumarico, rutina e miricetina.

Em estudo que tragou o perfil quimico de extrato de propolis marrom, utilizando o
mesmo tipo de propolis e mesma origem do avaliado no presente estudo, Vieira ef al. (2023a)
identificaram como possiveis compostos presentes no extrato aquoso de propolis marrom, os
compostos fenodlicos acido clorogénico e acido cafeico, também identificados no presente

estudo.
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Andrade et al., (2017), avaliaram o perfil de fenolicos da propolis marrom brasileira,
relataram a identificagdo e quantificagdo por UPLC dos compostos acido cafeico (0,01 + 0,00
mg/g), acido clorogénico (1,76 £ 0,03 mg/g), catequina (0,01 = 0,00 mg/g mg/g), acido p-
cumarico (2,64 = 0,22 mg/g), rutina (0,13 + 0,02 mg/g) e acido fertlico (0,06 £ 0,00 mg/g).
Este perfil foi semelhante ao encontrado no presente estudo. Assim como descrito no extrato de
propolis marrom avaliado, esses autores também relataram maiores concentragdes para acido
clorogénico e acido p-cumarico.

Em relagdo as fragdes bioacessiveis do extrato bruto de propolis marrom (BM) e
incorporado ao hidrogel (HM), as concentragdes de acido clorogénico e acido cafeico foram
maiores na amostra com, enquanto que sem o hidrogel (BM), essas concentragdes foram nao
detectaveis (ND). Esses resultados demonstram que o hidrogel foi eficaz na prote¢do desses
compostos, durante o processo de digestao in vitro.

O 4cido clorogénico ¢ um dacido polifendlico natural da familia do 4acido
hidroxicindmico e atua como agente antioxidante, hepatoprotetor, cardioprotetor e
neuroprotetor. Além disso, ele apresenta atividades anti-inflamatérias, antimicrobianas,
antivirais e anti-hipertensivas (Singh et al., 2023).

Sobre o acido cafeico, ¢ um fenilpropanoide com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatoérias. Tem o efeito de proteger os cardiomiocitos de danos oxidativos e seu mecanismo
de acdo esta relacionado a protecao de enzimas antioxidantes, inibindo a peroxidagao lipidica,
reduzindo o Ca 2" e promovendo a apoptose (Cui et al., 2022).

Ao que concerne as concentragdes de acido fertlico na fragcdo bioacessivel do extrato
de propolis marrom, com hidrogel (HM), essa concentracdo foi maior, quando comparada a
fracao bioacessivel do extrato bruto (BM), que foi “ndo detectavel” (ND), como apresentado
na Tabela 3, assim como ocorreu na fragdo bioacessivel da propolis verde com hidrogel,
podendo estar relacionado a0 mesmo mecanismo de ag¢do apresentado.

Quanto ao perfil de fenolicos do extrato de prépolis preta, conforme apresentado na
Tabela 3 e na Figura 9 (c), os compostos presentes no extrato bruto de propolis preta (P), foram
acido galico, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, dcido p-cumadrico, miricetina e
quercetina.

Perfil de fendlicos semelhante foi relatado por Guzelmeric et al. (2023), em amostras
de propolis preta de diferentes regides da Turquia, no qual foram identificados e quantificados
os compostos acido cafeico (8,25 £ 0,57 € 5,22 + 0,36 mg/g), acido fertlico (0,40 = 0,07 mg/g),
acido p-cumarico (2,70 = 0,48 e 5,40 = 0,10 mg/g) e quercetina.
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Em outro estudo, desenvolvido por Ristivojevi¢ et al., (2020), os autores avaliaram o
perfil de fendlicos da propolis preta, destacando-se acido galico, acido clorogénico, catequina,
acido cafeico, rutina, acido p-cumarico, quercetina e acido ferulico, corroborando os dados do
presente estudo.

Em relagdo as fragdes bioacessiveis do extrato de propolis preta sem (BP) e com
hidrogel (HP), de acordo com a Tabela 3, foi possivel observar que apenas o acido ferulico se
mostrou presente em maior concentracao na amostra HP, sendo que foi “ndo detectavel” (ND),
tanto nas amostras P ¢ BP.

Esse resultado pode ser justificado, assim como ocorreu para as amostras HV ¢ HM,
visto que o acido cindmico foi identificado como possivel composto presente na propolis preta
em ou estudo (Vieira et al., 2023a). Devido ao acido feralico ser um derivado desse composto,
sugere-se que, apos a a¢do enzimatica durante o processo de digestdo gastrointestinal, ocorreu
uma possivel protecdo desse composto, pelo hidrogel (Shelar et al., 2024).

Existem poucos estudos na literatura que caracterizem o perfil de fenolicos da propolis
preta, principalmente a brasileira. Devido a isso, o presente trabalho torna-se ainda mais
relevante por trazer essa contribuicao cientifica.

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, produzidos por plantas, sendo os
principais componentes responsaveis pela propriedade funcional da prépolis, como atividades
antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorais, antibacterianas, antivirais, antifingicas,
antiparasitdrias, analgésicas, antidiabéticas, antiaterogé€nicas, antiproliferativas, bem como
cardio e neuroprotetoras (Andrade et al., 2017; Becerra-Herrera et al., 2018; Mihaylova;
Dimitrova-Dimova; Popova, 2024).

Apesar das semelhancas em relagcdo ao perfil de fenolicos relatados no presente estudo,
para os trés tipos de propolis analisados e aos encontrados na literatura, diferengas diversas
foram encontradas, principalmente em relagdo a concentragdo desses compostos presentes em
diferentes tipos de propolis.

Essas diferencas podem ser explicadas pela influéncia exercida pela fonte botanica de
coleta das abelhas, regido de origem da propolis, sazonalidade e método de extracdo dos
polifenois presentes na resina. Dependendo do tipo de préopolis, sua composi¢ao quimica difere,
o que pode resultar em diferengas na concentracdo de compostos fendlicos (Guzelmeric ef al.,
2021).

A maioria dos estudos aqui apresentados, utilizaram o etanol como solvente de extragao
dos compostos fendlicos presentes na propolis, que € o solvente mais eficaz para este objetivo.

No entanto, no presente estudo, foi utilizada a agua como solvente, devido a toxicidade do
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metanol e a necessidade de uma etapa adicional de evaporacao rotativa para o extrato alcoodlico.
Isso reduz o nimero de etapas no processo de extracao, além do fato de que o extrato aquoso €
o mais adequado para ingestao, visto que a aplicacdo pretendida neste estudo, foi a incorporagao
dos extratos em um hidrogel, para fins alimenticios.

Em relagdo a bioacessibilidade dos extratos de propolis verde, marrom e preta,
incorporados ao hidrogel de amido de sorgo, quitosana e acido citrico, apesar de ter sido
reduzida, houve a protecdo de alguns polifenois presentes nos trés tipos de propolis, exercida
pelo hidrogel. Esses resultados podem estar associados a complexidade da propolis, que € uma
matriz rica em substancias bioativas diversas.

Isso demonstra que, essa prote¢do menor exercida pelo hidrogel desenvolvido no
presente estudo, pode estar mais associada a complexidade da propolis, do que ao hidrogel,
visto que em estudos que avaliaram o efeito de hidrogéis de amido na protecdo e libragdao
controlada de compostos bioativos isolados, foram obtidos resultados satisfatorios, como para
o0 acido fumarico (Doosti et al., 2019), beta-caroteno (Gomez-Mascaraque et al., 2017; Mun et
al., 2016; Mun; Kim; Mcclements, 2015) e curcumina (Kang et al., 2021), comprovando o

potencial do uso de hidrogéis para essa finalidade (Vieira, et al., 2023b).
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CONCLUSAO

As amostras de propolis verde, marrom e preta, originarias de Bambui, Minas Gerias,
demonstraram serem fontes importantes de polifendis, detacando-se os 4acido gélico, catequina,
acido clorogénico, acido cafeico, epicatequina, acido p-cumadrico, acido fertlico, rutina,
miricetina e apigenina, na préopolis verde, catequina, acido clorogénico, acido cafeico, acido
p-cumarico, rutina e miricetina, na propolis marrom e acido galico, catequina, acido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, miricetina e quercetina, na propolis preta.

O hidrogel desenvolvido no presente estudo, demonstrou ser uma matriz promissora
para a incorporagdo dos extratos dos trés tipos de propolis, demonstrando baixas taxas de
sinérese e elevada retencdo de agua. Estes resultados puderam ser observados pela analise
morfoldgica das amostras de hidrogel que demonstrou a eficiéncia da retencdo dos extratos na
rede tridimensional do hidrogel. Além disto, o hidrogel incorporado com os extratos de propolis
apresentaram-se como g¢is firmes, coesos, com boa integridade e alta resisténcia

Em relacdo a bioacessibilidade dos extratos dos trés diferentes tipos de propolis
incorporados ao hidrogel, observou-se a protecao de alguns polifendis, como acido ferulico,
acido cafeico e 4cido clorogénico, proporcionada pelo hidrogel. No entanto, sdo necessarios
mais estudos para que essa protecdo se torne mais efetiva. Esses resultados demonstram o
potencial dessa matriz polimérica desenvolvida e avaliada no presente estudo para ser utilizada

na incorporac¢ao de produtos fontes de substancias bioativas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O amido de sorgo demonstrou ser uma matéria-prima promissora para o
desenvolvimento de hidrogéis, especialmente quando combinado com quitosana e acido citrico,
resultando em géis homogéneos, lisos, brilhantes e com elevada capacidade de absor¢do e
retengdo de agua. A elaboracgdo de hidrogéis fisicamente reticulados, a base de amido de sorgo,
sem o uso de reagentes quimicos, destaca-se por sua sustentabilidade e pela utilizagao de uma
fonte nao convencional de amido, promovendo avangos ecologicos e cientificos.

A incorporagdo dos extratos de propolis verde, marrom e preta ao hidrogel resultou em
géis firmes, coesos, com baixa sinérese e alta resisténcia, demonstrando a eficiéncia da matriz
para a reten¢do e prote¢do de substancias bioativas. Os extratos de propolis, especialmente o
verde, evidenciaram uma capacidade antioxidante significativa e alto teor de polifendis,
refor¢cando a importancia do estudo quimico da propolis para o desenvolvimento de produtos.

Embora o hidrogel tenha mostrado potencial para proteger polifendis como acido
ferulico, acido cafeico e 4cido clorogénico, sdo necessarios mais estudos que possam melhorar
essa protecao, incluindo outras fontes de substancias bioativas e outros métodos de
incorporagdo dessas substancias. Em suma, o hidrogel desenvolvido neste estudo representa
uma matriz polimérica promissora para a incorporacdo de extratos ricos em substincias
bioativas, contribuindo para o avango no uso sustentavel e eficaz de recursos naturais como o

amido de sorgo e a propolis.



APENDICES

APENDICE A - Representacio dos espectros de massas por Paper nos modos positivo e
negativo dos extratos aquosos de propolis verde, marrom e preta

A.1 PS(+)MS do extrato aquoso da propolis preta

N [ £ o @ ~N @ © o
<] o <] <] <] =) o <] <]
v vt b b brerr bevre v b beren B

o

186 523 581

710 713

696
603 653 683

o

121
154
. \‘ Ll l 219 283 429 4s0 495 | |
il ' P I

s i L
fllsday e

200

00 400 500 600

miz

A.2 PS(+)MS do extrato aquoso da propolis verde
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A.3 PS(+)MS do extrato aquoso da propolis marrom
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A.4 PS(-)MS do extrato aquoso da propolis preta
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A.5 PS(-)MS do extrato aquoso da propolis verde

N (A £ a ) ~N ® © o
o ] =) =) o =] ] o =)
v b b berre b v v b b e |

o

149 173

201

245

ol H\ j

J\H. ' ‘ Il

‘.\

“ M e

89
H d

477 489

; \\l\

545 573 “
h bt i il

597 613

)

643 571

“ m "uﬂ

RN RARSRRAN|
700

678

\mﬂ”

693 727 755
t

il
sy RSN ARSS RARS LASs RAns naR sans]

800 900 1000

34 869 20 943 973 995

]

o
s}

m
‘ T

200

00

400

500

|
600

A.6 PS(-)MS do extrato aquoso da propolis marrom
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A.7 Espectro de massa de ions do produto (MS / MS) do ion de m/z 301 (atribuido como
Artepillin C protonado)
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A.8 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 317 (atribuido como acido

7-hidroxidesidroabiético prototonado)
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A.9 Espectro de massa de ions de produto (MS/MS) do ion de m/z 340 (atribuido como

Lobelanidina protonada)
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A.10 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 163 (atribuido como p-

acido cumarico desprotonado

{1 00]
o)
=
50)
o]
20]
o]

A.11 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 179 (atribuido como

acido cafeico desprotonado)

N EEEEERERERR:

A.12 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 231 (atribuido como

Drupanina desprotonada)
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A.13 Espectro de massa de ions do produto (MS / MS) do ion de m/z 253 (atribuido como

crisina desprotonada)
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A.14 Espectro de massa de ions do produto (MS / MS) do ion de m/z 255 (atribuido como

Pinocembrina desprotonada).
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A.15 Espectro de massa de ions de produto (MS / MS) do ion de m/z 267 (atribuido como

apigenina desprotonada).
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A.16 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 269 (atribuido como éster

benzilico de acido cafeico desprotonado)
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A.17 Espectro de massa de ions de produto (MS/MS) do ion de m/z 271 (atribuido como

Naringenina desprotonada)
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A.18. Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 283 (atribuido como

galangina-5-metiléter desprotonado)
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A.19. Espectro de massa do ion produto (MS / MS) do ion de m/z 289 (atribuido como

epicatequina desprotonada)
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A.20. Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 295 (atribuido como

Kaempferide desprotonado)
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A.21. Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 301 (atribuido como

quercetina desprotonada)
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A.22 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 303 (atribuido como

Taxifolina desprotonada)
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A.23 Espectro de massa de ions de produto (MS/MS) do ion de m/z 311 (atribuido como acetato

de pinobanksina-3 desprotonado).
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A.24 Espectro de massa de ions do produto (MS/MS) do ion de m/z 313 (atribuido como éter

3-metilico de quercetina desprotonado)
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A.25 Espectro de massa de ions do produto (MS / MS) do ion de m/z 319 (atribuido como acido

cupressico desprotonado).
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A.26 Espectro de massa de ions de produto (MS/MS) do ion de m/z 333 (atribuido como acido

atagonico desprotonado).
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A.27 Espectro de massa de ions do produto (MS / MS) do ion de m/z 353 (atribuido como acido

clorogénico desprotonado).
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A.28 Espectro de massa de ions de produto (MS/MS) do ion de m/z 357 (atribuido como

Matairesinol desprotonado)
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A.29 Espectro de massa de ions de produto (MS / MS) do ion de m/z 515 (atribuido como acido

dicafeoilquinico desprotonado)
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APENDICE B - Perfis Cromatograficos obtidos por UPLC e dos padrdes utilizados nos
métodos A e B e das fracdes bioacessiveis dos extratos brutos e incorporados ao hidrogel

B.1 Perfis cromatograficos dos padrdes utilizados nos métodos A (1: acido galico; 2: catequina
e 3: acido clorogénico) e B (4: acido cafeico; 5: epicatequina; 6: acido p-cumarico; 7: acido
fertlico; 8: rutina; 9: miricetina; 10: quercetina; 11: apigenina e 12: campferol)
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B.2 Perfis Cromatograficos (métodos A e B) das fragdes bioacessiveis do extrato bruto de
propolis verde (BV) e incorporado ao hidrogel (HV)

BV A - BV B
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B.3 Perfis Cromatograficos (métodos A e B) das fracdes bioacessiveis do extrato bruto de

propolis marrom (BM) e incorporado ao hidrogel (HM)
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B.4 Perfis Cromatograficos (métodos A e B) das fracdes bioacessiveis do extrato bruto de

propolis preta (BP) e incorporado ao hidrogel (HP)
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