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RESUMO

RODRIGUES, Rodrigo. Coproduto da prépolis como inibidor da oxidagao
lipidica em biscoitos de polvilho. 2020. 93 f. Dissertacdo (Mestrado em
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana, Pato Branco - PR, 2020.

As propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, imunoestimuladoras e, em
especial, antioxidante da propolis, sdo em grande parte devido a presenca de
compostos fendlicos. A correlacdo de compostos bioativos com propriedades
antioxidantes da propolis e a manutencdo destes no coproduto da extragcdo
comercial da propolis, estimulam estudos de aproveitamento do coproduto. Na area
alimenticia, um dos desafios para o aproveitamento de potencias propriedades
antioxidantes do coproduto da propolis se insere na perspectiva de analisar seu
emprego como inibidor da oxidagcdo lipidica (OL) em produtos alimenticios
constituidos por 6leos ou gorduras e sujeitos a cocgdo. Desta forma, o objetivo
desse estudo foi avaliar os efeitos da adicdo de extratos liofilizados (LFCP) e
microencapsulados (MECP) do coproduto da propolis na inibicdo da oxidagao
lipidica de biscoitos de polvilho feitos com éleo de canola. Para isso, foi realizada a
extracao hidro alcodlica do coproduto da propolis e, a partir deste, foram preparados
os extratos liofilizado (LFCP) e microencapsulado por secagem em spray dryer
(MECP), os quais foram adicionados aos biscoitos de polvilho. Desta forma, quatro
formulagdes de biscoito de polvilho foram elaboradas, as quais diferem-se em
funcdo do antioxidante empregado: F1 — biscoito de polvilho controle isento de
antioxidante; F2 - biscoito de polvilho contendo butil hidroxitolueno (BHT); F3 -
biscoito de polvilho contendo extrato microencapsulado do coproduto de propolis
(MECP); e F4 biscoito de polvilho contendo o extrato liofilizado de coproduto de
propolis (LFCP). O potencial antioxidante dos extratos foram avaliadas pelo método
do sequestro dos radicais livres (ABTS e DPPH) e pelo poder redutor do ferro
(FRAP). Além disso, os compostos fendlicos dos extratos foram identificados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com ionizagdo por eletro spray acoplada a
espectrometria de massas (HPLC-ESI-MS). A produgcdo de malonaldeido (MDA),
produto da oxidagao lipidica (OL) pelo método de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e o perfil dos acidos graxos determinado por cromatografia
gasosa acoplada ao detector de ionizagdo em chama (GC-FID) foram avaliados nos
biscoitos quinzenalmente, durante 45 dias de armazenamento em temperatura
ambiente (25 °C). Os extratos LFCP e o MECP apresentaram teor de compostos
fendlicos totais de 199,78 e 69,28 mg EAG/g de amostra (EAG: equivalente em
acido galico), respectivamente. O extrato LFCP apresentou atividade antioxidante
superior aos Vvalores alcancados pelo extrato MECP por todos os métodos
empregados. O processo de microencapsulagao apresentou boa eficiéncia, igual a
62,97%. Esse resultado demonstra que os parametros do processo e o material
encapsulante empregados foram adequados. A caracterizacdo dos compostos
fendlicos pela analise em HPLC-ESI-MS permitiu identificar trés compostos fendlicos
(acido cumarico, pirocatecol e acido siringico), compostos ja citados em estudos de
caracterizagao da prépolis. Por meio da analise de acidos graxos por GC-FID foi
possivel identificar principais acidos graxos presentes no 6leo de canola (C16:0,
C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6 e C18:3n-3), pelos quais infere-se positiva a verificagao
da manutencao dos teores destes com o tempo de armazenamento. Além disso, os



valores de TBARS encontrados nos biscoitos de polvilho e o perfil dos acidos graxos
observados nas amostras durante o tempo de armazenamento ensejam efeito
positivo da aplicagdo dos LFCP e MECP na inibigdo da oxidagao lipidica.

Palavras-chave: Coproduto da propolis, Oxidagao Lipidica, Spray drying, Biscoito
de polvilho.



ABSTRACT

RODRIGUES, Rodrigo. Propolis co-product as an inhibitor of lipid oxidation in
starch biscuits. 2020. 93 f. Dissertation (Master in Chemical and Biochemical
Process Technology) - Federal Technological University of Parana, Pato Branco -
PR, 2020.

The anti-inflammatory, antimicrobial, immunostimulating and, in particular, antioxidant
properties of propolis, are largely due to the presence of phenolic compounds. The
correlation of bioactive compounds with propolis's antioxidant properties and, the
maintenance of these in the coproduct of the commercial extraction of propolis,
stimulate studies on the use of the coproduct. In the area of food, one of the
challenges for taking advantage of the potential antioxidant properties of the propolis
co-product is to be considered in the perspective of analyzing its use as a lipid
oxidation (OL) inhibitor in food products made up of oils or fats and subject to
cooking. Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of the addition
of lyophilized (LFCP) and microencapsulated (MECP) extracts of the propolis co-
product on the inhibition of the lipid oxidation of starch biscuits made with canola oil.
For this, the hydroalcoholic extraction of the propolis co-product was carried out and,
from this, lyophilized extracts (LFCP) and microencapsulated by spray drying
(MECP) were prepared, which were added to the starch biscuits. In this way, 4
formulations of polvilho biscuit were elaborated, which differ according to the
antioxidant employed: F1 - polvilho biscuit free of antioxidant (control); F2 - starch
biscuit containing butyl hydroxytoluene (BHT); F3 - starch biscuit containing
microencapsulated extract of the propolis co-product (MECP); and F4 - starch biscuit
containing the lyophilized extract of propolis by-product (LFCP). The antioxidant
potential of the extracts was evaluated by the method of free radical scavenging
(ABTS and DPPH) and by the iron reducing power (FRAP). In addition, the phenolic
compounds in the extracts were identified by high performance liquid
chromatography with electrospray ionization coupled to mass spectrometry (HPLC-
ESI-MS). The production of malonaldehyde (MDA), a product of lipid oxidation (OL)
by the method of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and the fatty acid
profile determined by gas chromatography coupled to the flame ionization detector
(GC-FID) were evaluated in the cookies fortnightly, during 45 days of storage at room
temperature (25 °C). The LFCP and MECP extracts had a total phenolic compound
content of 199.78 and 69.28 mg EAG g of sample (EAG: equivalent in gallic acid),
respectively. The LFCP extract showed antioxidant activity superior to the values

achieved by the MECP extract by all the methods employed. The microencapsulation
process showed good efficiency, equal to 62.97%. This result shows that the process
parameters and the encapsulating material used were adequate. The
characterization of phenolic compounds by HPLC-ESI-MS analysis allowed the
identification of three phenolic compounds (cumaric acid, pyrocatechol and siringic
acid), compounds already mentioned in propolis characterization studies. Through
the analysis of fatty acids by GC-FID it was possible to identify the main fatty acids
present in canola oil (C16:0, C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6 and C18:3n-3), by which the
verification of the maintenance of their contents with the storage time is positive. In
addition, the TBARS values found in the starch biscuits and the fatty acid profile
observed in the samples during the storage period give rise to a positive effect of the
application of LFCP and MECP in the inhibition of lipid oxidation.

Keywords: Propolis co-product, Lipid oxidation, Spray drying, Polvilho biscuit.
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1. INTRODUGAO

Durante o beneficiamento da prépolis em escala industrial é gerado um
coproduto (residuo), uma borra sélida que é sedimentada nos tanques de produgao
do extrato, a qual é retirada e seca a temperatura ambiente (48 h), gerando o
coproduto de prépolis (FRANCISCO et al., 2018; REIS et al., 2017).

Na obtengcdo do produto comercial, Heimbach et al. (2014) menciona que
apenas 10% do extrato bruto da matéria prima da prépolis s&o aproveitados, os 90%
restante acabam sendo dispensados ou empregados na melhoria da nutrigdo
animal.

Buscar um melhor proveito da propolis através do seu coproduto, se baseia
no potencial dos seus constituintes fendlicos (FRANCISCO et al., 2018), que por
suas caracteristicas fisicas e quimicas (POBIEGA et al., 2019) apresentam agéao
antioxidante e antimicrobiano (ALMEIDA et al., 2017; REIS et al., 2017).

Na perspectiva de aproveitamento do coproduto da propolis, considera-se que
a industria alimenticia, de cosméticos e farmacéutica podem se valer do uso de
compostos bioativos provenientes de subprodutos/residuos com grandes
perspectivas de éxito, uma vez que tem procurado obter melhor proveito econémico
desse rejeito (TSALI; GOULA, 2018, GOMEZ et al., 2018).

Um dos desafios para o uso da propolis soluvel em alcool em alimentos, se
deve ao aroma residual caracteristico da prépolis (NORI et al., 2011; SPINELLI et
al., 2015). Além disso, muitos compostos fendlicos tém por caracteristica ser
facilmente oxidados, processo que evidéncia aspectos organolépticos nao
desejaveis da sua cor e odor, além da redugao do seu potencial antioxidante (TSALI;
GOULA, 2018, REIS et al., 2017).

As limitacdes decorrentes das caracteristicas marcantes do sabor e odor da
prépolis e do seu coproduto, podem ser mitigadas por meio da microencapsulagao
de seus extratos, uma vez que pode diminuir a suscetibilidade dos compostos
fendlicos possibilitando o uso em produtos alimenticios (REIS et al., 2017) e
farmacéuticos (NORI et al., 2011).

Grande parte dos alimentos s&o constituidos por 6leos e gorduras, estes
compdem os principais ingredientes em formulagdes de biscoitos e bolachas, e tem
como caracteristica conferir aspectos marcantes quanto ao sabor, textura,

aparéncia, além de fonte energética. Entretanto, o processo de oxidagao lipidica ao
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qual estdo sujeitos 6leos e gorduras, afeta as propriedades dos alimentos, sendo
recorrente o uso de antioxidantes sintéticos como BHT, BHA e TBHQ (Buitil
hidroxitolueno, Butil hidroxianisol e Terc-butil-hidroxiquinona) que, em geral, também
sao referenciados por seus efeitos nocivos a saude (FENNEMA et al.,, 2010;
SHAHIDI; ZHONG, 2010b; LI et al., 2015; NOOSHKAM et al., 2019).

Considerando os processos oxidativos de lipidios em alimentos, as tentativas
de aproveitar potencial antioxidante do coproduto da propolis (REIS et al., 2017),
representam mais uma alternativa frente aos efeitos colaterais que antioxidantes
sintéticos causam a saude humana, por isso, pesquisas tém buscado por
alternativas naturais para esses aditivos sintéticos (REIS et al., 2017; TSALI;
GOULA, 2018).

Desta forma, em face as propriedades antioxidantes associadas a propolis o
aproveitamento do coproduto de prépolis, microencapsulado e liofilizado, pode
representar alternativa natural na inibicdo da oxidagdo lipidica em produtos
alimenticios constituidos por 6leos e gorduras, neste contexto, biscoitos de polvilho

formulados com 6leo de canola podem representar uma boa via de analise.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de aplicagcdo de extratos
microencapsulados (MECP) e liofilizados (LFCP) do coproduto da extragéo
comercial da prépolis, como antioxidante natural na prevengéo da oxidacao lipidica

em biscoitos de polvilho.

2.2 Objetivos especificos

e Preparar os extratos do coproduto da propolis para a liofilizacdo e a
microencapsulagao;

e Realizar a liofilizacdo e a microencapsulacao do extrato hidroalcodlico do
coproduto da propolis por atomizagao em spray dryer,;

e Analisar o aspecto fisico do material microencapsulado sua morfologia e
tamanho de particula (MEV);

e Avaliar o rendimento e eficiéncia da microencapsulagdo por meio da analise
do conteudo fendlico total (CFT);

e Identificar os compostos fendlicos presentes no LFCP e MECP (HPLC-ESI-
MS);

e Analisar a atividade antioxidante dos extratos LFCP e MECP;

e Elaborar os biscoitos de polvilho contendo os extratos LFCP e MECP;

¢ Analisar a inibicado da oxidacao lipidica em biscoitos de polvilho elaborados
com o LFCP, MECP e BHT através das analises de T-BARS e analise de
acidos graxos por GC-FID.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Prépolis e coproduto da propolis

A propolis é constituida em grande parte da resina coletada pelas abelhas em
ramos, flores, folhas, secregbes em caules e troncos de diversos vegetais, além de
ceras, Oleos e outros microelementos. A acdo enzimatica salivar das abelhas
somada aos metabdlitos de defesa vegetal, ao néctar e ao pdlen sao responsaveis
pelas caracteristicas da prépolis produzida pelas abelhas, sendo utilizado como
recurso na defesa da colmeia contra pragas e patdgenos (BANKOVA 2005,
BANKOVA et al.,, 2018; OLDONI et al., 2015; CABRAL et al., 2009; SIMONE-
FINSTROM et al., 2017, JANSEN-ALVES et al., 2018).

O interesse pelas propriedades antioxidante e antimicrobiana da propolis é
objeto de vérios estudos, com vistas identificar e otimizar sua aplicagdo isolada ou
como coadjuvante na formulacdo de alimentos (REIS et al., 2017), cicatrizante
(JACOB et al., 2015), anti-inflamatéria e fungicida (BUFALO et al., 2013; BUFALO et
al., 2014) e imunomoduladora (ORSOLIC et al., 2004).

O coproduto da propolis se refere a um subproduto do beneficamente da
propolis, sua correlagcdo quanto a composic¢ao fisico quimica e o conteudo fendlico
com a propolis de origem (FRANCISCO et al., 2018) suscita a possibilidade de se
avaliar o aproveitamento da mesma (REIS et al., 2017; HEIMBACH et al., 2014;
FRANCISCO et al., 2018).

Além da correlagdo da manutengcao da composicao fisico-quimica da propolis
em seu coproduto, estima-se a manutencao de suas propriedades antioxidante,
decorrente dos compostos fendlicos presente em ambos. Neste viés, a busca na
implementacdo de praticas sustentaveis, reducdo da emissdo e descarte de
residuos dos processos industriais, visando mitigar os efeitos destes no meio
ambiente (FRANCISCO et al., 2018), corroboram com estudo para o aproveitamento
do coproduto da prépolis.

Francisco et al. (2018) acrescenta que as alteragcdes decorrentes da vida
moderna, a demanda por alimentos, e evolugdo dos processos industriais de
elaboracdo e meios de producdo dos alimentos impactam no perfil alimentar e no

consumo, sendo imprescindivel que se pense em alternativas sustentaveis (reduzir,
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reutilizar e reciclar) para suprir as necessidades bem como para o melhor
aproveitamento e disponibilidade dos alimentos e de seus nutrientes.

As expectativas no aumento da producao da propolis, bem como inumeros
estudos que versam acerca da elaboracdo de plasticos filme com residuo da
extracdo de propolis, desenvolvimento de sistemas lipidicos nano estruturados
contendo residuo da prépolis no tratamento de feridas, estudo do efeito da adigéo do
coproduto da propolis na dieta de ruminantes bem como do emprego do coproduto
da propolis microencapsulada na conservagao de hamburgueres (FRANCISCO et
al.,, 2018; TOLEDO et al., 2015; ROSSETO et al., 2017, REIS et al., 2017), servem
de fomento ao presente estudo que também visa ampliar as possibilidades de

aproveitamento de coproduto de origem natural.

3.2 Microencapsulagao por spray drying

Aspectos sensoriais caracteristicos da prépolis e do seu coproduto bem como
a degradagdo dos compostos fendlicos podem comprometer o emprego do
coproduto da propolis (NORI et al., 2011; SPINELLI et al., 2015; TSALI GOULA,
2018; REIS et al, 2017), tais aspectos sugerem e requerem a realizagdo de
processos que promovam a conservagdao dos compostos quimicos suscetiveis,
neste sentido, a microencapsulagdo se apresenta como alternativa a preservagao
destes.

A técnica de microencapsulagao consiste em revestir compostos de interesse
dentro de uma ou mais matrizes encapsulante de modo a constituir uma capsula
protetora, em geral, com alguns micrébmetros de diametro (YE et al.,, 2018). A
microencapsulagado tem por objetivo envolver as substéncias de interesse com o
intuito de impedir o contato desta com o meio externo, preservando-a
(GHARSALLAQUI et al., 2007; BAKRY et al., 2016).

A microencapsulagao por spray drying, secagem por pulverizagdo ou
secagem por atomizagédo, refere-se a um processo no qual ha a secagem de um
liguido (emulsdo) onde estédo presentes o encapsulante e o material a ser revestido
(nucleo). Em geral, o encapsulamento de compostos bioativos, seja para aplicagéo
em estado liquido ou como po6 (secos), é precedido pelo preparo de emulsao
contento o 6leo ou extrato a ser encapsulado com o material de revestimento
(BAKRY et al., 2016; GOMEZ et al., 2018).
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ApOs preparo da emulsdo (nucleo + encapsulante), a mesma é pulverizada
passando por um atomizador em contato com um gas inerte ou ar sob pressao, num
fluxo corrente ou contra-corrente de ar (GHARSALLAQUI et al., 2007; GOMEZ et al.,
2018).

A microencapsulagido pode ser realizada por diferentes procedimentos fisicos
(extrusdo por centrifugacéo, liofilizacdo, spray-cooling, spray drying, fluido
supercritico), quimicos (complexagao intra molecular, polimerizagéo intrafacial) e
fisicos-quimicos (coacervagao, geleificagdo idnica) (GHARSALLAQOUI et al., 2007;
OZKAN et al., 2019; BANSODE et al., 2010).

Processo de revestimento por spray drying contribui para mascarar aromas
marcantes e indesejaveis, promover a estabilidade e disponibilidade por meio da
liberagao controlada (JANSEN-ALVES et al., 2018), manutencao das propriedades
fisicas, quimicas e funcionais do material encapsulado (YE et al., 2018, NORI et al.,
2011).

Bansode et al. (2010) acrescenta também que a microencapsulagéo pode ser
empregada de modo minimizar efeitos toxicos de produtos quimicos e a
incompatibilidade na formulag&o de farmacos.

O processo de encapsulagao em spray dryer resulta em material em po, que
tem por caracteristica apresentar baixa atividade de agua, em virtude disso, favorece
a manipulagdo, embalagem e armazenamento para comercializagao (SILVA et al.,
2014), agregando valor aos elementos encapsulados (REIS et al., 2018).

A temperatura de entrada/secagem, o fluxo de alimentagdo da emulsdo e do
gas (ar), o material de revestimento, a direcdo da corrente, bem como as fases de
preparo, homogeneizacdo e dispersdo da solucao (emulsao/dispersdao) no
atomizador, interferem nas propriedades dos pos obtidos no processo de secagem
por pulverizagdo (SCHOUBBEN et al., 2010; GHARSALLAOUI et al., 2007).

A avaliagdo do encapsulante deve levar em consideragédo a estabilidade
proporcionada ao metarial encapsulado, o material envoltério deve ser inerte, nao
aglutinar, atoxico e de baixo custo, as interacbes entre ambos, nucleo e
revestimento, a solubilidade, higroscopicidade, flexibilidade do conjunto deve ocorrer
de tal modo alcancar resultados satisfatorios em relacdo a aplicacdo e a
disponibilizagdo do material nucleado (BANSODE et al., 2010; YE et al., 2018).

Em decorréncia dos aspectos e parédmetros mencionados anteriormente,

resultam diferengas de tamanho de particulas, uma vez que estes interferem na taxa
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de reducdo do material (SILVA et al.,, 2013), no modo e tempo com que o0s
elementos nucleados serdao disponibilizados (LABUSCHAGNE, 2018), bem como
nas caracteristicas morfolégicas do material e seu emprego (BAKRY et al., 2016;
GOMEZ et al., 2018; GHARSALLAOUI et al., 2007).

Os materias encapsulados proveniente do processo de microencapsulagao
por spray drying, em geral, sao identificados de acordo com a forma que o material a
ser encapsulado e o envoltério se distribuem no complexo formado por estes, como
exemplificado na Figura 2 (ESTEVINHO et al.,, 2013). O material revestido pode
assumir formas do tipo capsulas, quando 0 mesmo se encontra nucleado e revestido
pelo encapsulante ou na forma de esferas quando os compostos de interesse se
encontram distribuidos no material encapsulante (GOMEZ et al., 2018). A
quantidade de material encapsulado e a sua liberacdo no meio de interesse esta
associada a distribuicdo dos compostos bioativos na parede e no interior das
microcapsulas, espessura e permeabilidade dessas microcapsulas
(GHARSALLAOQUI et al., 2007; SILVA et al., 2013).

Figura 1 - Morfologia de diferentes estruturas de microcapsulas
Fonte: Estevinho et al. (2013).
Legenda: A - Matricial, B - revestimento simples, C - microcapsula irregular, D — mdltiplo
revestimento, E — multiplos nucleos; F — agregado de microcapsulas revestidas.

O uso de amido de goma arabica associado ao anidrido octenil succinico
como meios de obtencdo da prépolis seca e livre de alcool resulta em material
estavel quando conservado em temperatura ambiente, com baixa absor¢cdo de
umidade e elevada dispersibilidade em agua a temperaturas abaixo da temperatura
ambiente, mantendo as propriedades antioxidantes do extrato da prépolis (SILVA et

al., 2013). Um ajuste ideal do teor de solidos associado ao material encapsulante
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impacta na retengdo dos componentes, rendimento e teor de absor¢do de umidade
no p6 obtido (RAJABI et al., 2015).

No contexto do aproveitamento de compostos presentes na prépolis, Nori et
al. (2011) e Reis et al. (2017) em seus trabalhos com microencapsulagao de extratos
de propolis e do coproduto da propolis, respectivamente, em spray dryer,
constataram que a técnica empregada pode ser considerada como opg¢ao para a

conservacao dos compostos bioativos volateis presentes na prépolis.

3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos presentes em propolis estdo relacionados as fontes
botanicas nas quais as abelhas extraem seus nutrientes (PARK et al.,, 2004;
BANKOVA et al.,, 2018; FRANCISCO et al.,, 2018), representam metabdlitos
especializados de espécies vegetais associados mecanismos de preservagéo e
defesa das plantas (GARCIA-SALAS et al., 2010; ESCARPA; GONZALEZ, 2001).

Os compostos fendlicos sdo substancias organicas que possuem estrutura
quimica caracteristica constituida por anel aromatico, podem ter suas hidroxilas
substituidas, por exemplo, por ésteres, metil ésteres, mono ou polissacarideos,
resultando em uma grande variedade de compostos com diferentes estruturas
(HARBORNE et al., 1999; ESCARPA; GONZALEZ, 2001).

A variedade dos acidos fendlicos determinada pela variagdo das hidroxilas e
dos substituintes, os acidos hidroxibenzéicos e hidroxicinamicos, exemplificados na
Figura 2 e Tabela 1, sdo acidos fendlicos resultantes de reagbes de desaminagéao
(NHs), hidroxilagado (OH) e metilacdo (CHs) de acidos benzoicos e acidos cinamicos,
resultam, por exemplo, em acido ferrulico e acido cafeico, (HELENO et al., 2015;
STALIKAS, 2007).
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Ry COOH
Ry Ry
R, Ry
Acidos Hidroxibenzoicos Acidos Hidroxicinamicos

Figura 2 - Acidos fenélicos derivados de Acidos Hidroxibenzéicos e Hidroxicinamicos.
Fonte: Adaptado de Stalikas (2007).

Tabela 1 — Alguns substituintes em Acidos fenélicos.

Acido R1 R2 R3 R4 Acido RT R2 R3 R4
Benzoico H H H H Cinamico H H H H
p-hidroxibenzéico H H OH H o-Cumarico OH H H H
Vanilico H OCHs OH H m-Cumarico H OH H H
Galico H OH OH OH p-Cumarico H H OH H
Siringico H OCHs OH OCHs Ferrulico H OCHs OH H
Veratrico H OCHs OCHs H Sinapico H OCHs OH OCHs
Salicilico OH H H H Cafeéico H OH OH H

Fonte: Adaptado de Stalikas (2007).

Os flavonodides, também pertencentes ao grupo dos compostos fendlicos,
Tabela 2, podem ser identificados por sua estrutura nuclear de flavano (2-fenil-
benzo-y-pirano) onde dois anéis benzénicos (A e B) s&o ligados por um anel pirano
(C), podendo ser representada por C6-C3-C6. Os flavondides representam maior
percentual dos compostos fendlicos disponiveis, o estado de oxidagao, hidroxilagao
e substituinte do C3 determina a subclasse nas quais os flavondides sao
classificados, podem formar estruturas poliméricas complexas, como os taninos, ndo
representados na tabela 2, mas que se referem ao grupo de compostos poliméricos,
ou seja, condensados e hidrolisaveis (STALIKAS, 2007; GARCIA-SALAS et al.,
2010; LEOPOLDINI et al., 2011).
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Tabela 2 - Algumas subclasses de flavonoides

NuUmero de Carbonos Classes Estrutura Basica
2 =4
L e |
C6-C3-C6 Flavonoides — Estrutura Basica P ~On A 8
| Al ¢ Jz B
B Ry
e 4
OH
N oo S
C6-C3-C6 Flavonas — Apigenina O |
OH o

OH

C6-C3-C6 Flavanol — Catequina HO O
1098
OH
Pg
C6-C3-C6 Isoflavonas - Daidzeina O

OH
C6-C3-C6 Flavonéis - Quercetina HO O o O

Fonte: Adaptado de Stalikas (2007).

3.4 Propolis e coproduto da propolis: seus compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao constituintes comuns a varios tipos de propolis,
Oldoni et al. (2015), em seus trabalhos de caracterizagdo dos compostos fendlicos,
provenientes da otimizagao do processo de extragdo dos compostos bioativos da
propolis, identificou a presenga de trés acidos fendlicos: ferrulico, cafeico e p-
cumarico.

Cabral et al. (2009) identificou nas fragdes de cloroféormio do extrato da
propolis vermelha a presenca do flavonoide quercetina e das isoflavonas,
formononetina e daidzeina, além dos acidos fendlico e ferrulico. Veiga et al. (2017)

através da analise por HPLC, identificou a presenca de Artepillin C em extratos de
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prépolis e na espécie vegetal Baccharis dracunculifolia, tida como fonte originaria da
propolis.

A determinacado da atividade antioxidante de produtos de origem natural por
diferentes metodologias é essencial para dimensionar o potencial antioxidante das
espécies de interesse (ALMEIDA et al., 2014). O emprego de métodos distintos de
analise do perfil e potencial antioxidante estdo associados ao aumento de pesquisas
com antioxidantes naturais (PISOSCHI; NEGULESCU, 2012).

Os métodos mais empregados na determinagcdo in vitro da capacidade
antioxidante se referem ao sequestro/remoc¢do de radicais livres pelos compostos
antioxidantes dos complexos bioldgicos de interesse, dentre os quais podemos citar
a analise por reducgéo férrica (FRAP), que se baseia na determinagdo da capacidade
do antioxidante em reduzir Fe** complexado por 2,4,6- tripiridil-s-triazina (TPTZ) a
Fe?* (BENZIE; STRAIN, 1996; APAK et al., 2013; JONES et al., 2017; RUFINO et
al., 2006).

Além da analise de FRAP, analise de radicais como a reducao do radical 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil, a-difenil-B-picrilhidrazil) (DPPH®), e sequestro do radical
ABTS™" estdo baseados também na reducado destes radicais em relacdo a agao de
um antioxidante referéncia, muitas vezes o Trolox. Em decorréncia da agédo do
antioxidante observa-se alteragdo da coloracdo do meio, sendo a absorbancia
aferida por espectrofotometria em comprimento de onda especificos para cada
metodologia (GIADA, 2014; APAK et al., 2013; RUFINO et al., 2006; RUFINO et al.,
2007).

O emprego do método de determinagdo de compostos fendlicos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia permitem identificar e quantificar os
compostos fendlicos presentes em extratos de propolis, sendo amplamente
empregados (REIS et al.,, 2017; ANDRADE et al.,, 2017; JANSEN-ALVES et al.,
2019).

Na Tabela 3 sdo apresentados resultados para analise do teor de compostos
fendlicos e de anadlises da atividade antioxidante para amostras de propolis e
coproduto da prépolis em extratos ndo encapsulados e encapsulado encontrados na

literatura.
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Tabela 3 - Teor de Compostos Fendlicos e Atividade Antioxidante para estudos de prépolis

Autor Amostra Fenolicos FRAP ABTS DPPH
(mgEAG g') (umolFe? g) (umol Trolox g™')
Oldoni et al. Extrato Etandlico de 316 a
(2015) Propolis 2,42 a5,75 259,30 95,88 875
Calegari et al. Extratos de propolis (2013- 255a 11,8 a
(2017) 2015) 5,36 a48,2 89,7 a1041,0 439 2 2356
Francisco et al. Extrato de propolis verde
(2018) (PRP) 100,7 1536,40 - -
-Francisco et al. Subproduto de prépolis
(2018) (WP) 97,83 1273,35 - -
Tiveron et al. Extratos de variedades 17,59 a ) 290,0 a 10,0 a
(2016) organicas de propolis 79,84 1240,0 380
Cottica et al. Amostras _de p~ropolls secas 4o .07 528 a 1365 ) )
(2011) por pulverizagao
Andrade et al Verde 90,55 604,20* 2214,96 445435
(2’2)1"% eetal Prépolis Marrom 55,74 471,51 1868,45  4431,00
Vermelha 91,32 633,18* 2913,15 4663,80
Prépolis Verde 47,95 396,09 13044,48 22843,83
encapsulada  Marrom 28,35 213,76 15042,12 2318345
em Goma- \ o melha 39,51 326,39 10623,48 2404749
Andrade et al. arabica ermeiha ’ ' ' '
(2018) Propolis Verde 48,38 293,49 15106,07 24461,65
encapsulada  Marrom 23,36 144,87 11955,42  23096,41
em
Maltodextrina Vermelha 45,94 235,61 12,994,33 24685,82
Coproduto de propolis
. microencapsulado em )
Reis et al. (2017) amido modificado (Capsul 3,39 71,84 2,31
®)
Jansen-Alves et Microcapsulas de Prépolis 34,14 a ) 16,53 a
al. (2019) em Proteina de Ervilha 129,31* 19,09
Sistema propolis-
maltodextrina sem goma 1,67 10,72 0,58 °
arabica
Sistema propolis-
Busch et al. maltodextrina com goma 1,70 1252 0,55°
(2017) :
vinal
Sistema propolis-
maltodextrina com goma 2,60 14,7 @ 0,79°

arabica

Fonte: Oldoni et al. (2015), Francisco et al. (2018), Tiveron et al. (2016), Cottica et al. (2011),
Andrade et al. (2017), Andrade et al. (2018), Reis et al. (2017), Jansen-Alves et al. (2019), Busch et
al. (2017), adaptado pelo autor.
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Onde: * valores de atividade antioxidante expressos em pmolTrolox g' de amostra; a: valores de
atividade antioxidante expressos em mM de FeSO. g' de amostra; b: valores de atividade
antioxidante para DPPH em mgEAG g™".

Na Tabela 4 a seguir, sdo referenciados compostos fendlicos identificados em

pesquisas com extratos de prépolis e de coproduto de propolis.

Tabela 4 - Compostos Fendlicos identificados em prépolis por meio de HPLC.

= El
Autor Tipo de amostra Compostos ) Concentragdo (ug g
(>concentracgéao) de amostra
Acido Cafeico 150.27
Coproduto da prépolis Acido p-Cumarico 635,62
Reis et al. (2017) P prop Epicatequina 566,40
encapsulado X : -
Rutina, Ac. Ferulico e
; iy 112,53
Ac. Vanilico
Acido Cafeico 142,2
Oldoni et al. (2015) Extrato de Propolis Acido Cumérico 370,5
Acido Ferulico 154.,4

Tiveron et al. (2016)

Yang et al. (2013)

Andrade et al. (2017)

Andrade et al.
(2018a) *

Prépolis Organicas
(PO4, PO5, PO7)

Propolis Chinesa (2010)

Extratos de Prépolis

Prépolis
Microencapsuladas

Acido Galico
Acido Cafeico
Acido Cumarico
Pinocembrina
Artepelin C

Rutina
Quercetina
Luteolina
Ginesteina
Galangina
Curcumina

Acido Cumarico
Rutina

Kaempferol

Quercetina-3-
glucosideo

Acido Cafeico

Acido Cumarico
Rutina

Kaempferol

Quercetina-3-
glucosideo

Acido Cafeico

2115,9 ug mL"' (PO7)
466,5 ug mL" (PO5)
11635 ug mL™" (PO4)
669,9 ug mL" (PO7)
22303,0 ug mL' (PO4)

397,6
643,3

1170,0

8445

2785

14,0

2640,0 (BP); 5340,0
(GP); 10,0 (RP)

130,0 (BP); 160,0 (GP);
50,0 (RP)

610,0 (BP); 1480,0
(GP); 590,0 (RP)

240,0 (BP); 450,0 (GP);
<LQ (RP)

590,0 (BP); 1060,0
(GP); <LQ (RP)

1390,0 (BMD); 3005,0
(GMD); 1,0 (RMD)
40,0 (BMD); 50,0
(GMD); 10,0 (RMD)
220,0 (BMD); 440,0
(GMD); 20,0 (RMD)
50,0 (BMD); 140,0
(GMD); <LQ (RMD)
320,0 (BMD); 380,0
(GMD); <LQ (RMD)

Fonte: Reis et al. (2017), Oldoni et al. (2015), Tiveron et al. (2016), Yang et al. (2013), Andrade et al.
(2018a)*, adaptado pelo autor.
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BMD-Propolis marrom encapsulada com maltodextrina; GMD-Prépolis verde encapsulada com
maltodextrina; RMD-Prépolis vermelha encapsulada com maltodextrina; BP-Prépolis Marrom; GP-
Prépolis Verde; RP-Propolis Vermelha; LQ-limite de quantificagdo; * Somente alguns compostos
fendlicos identificados em propolis encapsuladas com maltodextrina sao relatadas na tabela acima.

3.4.1 Propolis e coproduto da propolis: propriedades antioxidantes

Os interesses no coproduto da propolis estdo obviamente associados as
propriedades ja descritas e presentes na propolis, neste sentido, as semelhancas
constatadas por Francisco et al. (2018) quanto ao conteudo fendlico total, atividade
antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP), aspectos fisicos e quimicos, entre a propolis e
seu coproduto, reforcam as possibilidades de aproveitamento do coproduto da
prépolis.

Em face das propriedades dos compostos fendlicos presentes na propolis
(SPINELLI et al., 2015; POBIEGA et al., 2019) e em extratos do coproduto da
prépolis (REIS et al., 2014) suscita-se possibilidade de emprega-los na formulagao
de alimentos constituidos por 6leos e gorduras, como antioxidantes na inibicdo da
oxidagao dos lipideos (REIS et al., 2017).

O emprego de antioxidantes representa alternativa recorrente na inibicido da
oxidacgao lipidica de dleos, gorduras e de alimentos constituidos por estes, evitando
a degradacéo, preservando a qualidade dos alimentos processados (REIS et al.,
2017; SILVA et al., 1999; SHAHIDI; ZHONG, 2010). O empregos destes costuma
estar associado a menor interferéncia nas caracteristicas naturais dos alimentos
(MADHAVI et al., 1996; RAMALHO E JORGE, 2006; NANDITHA; PRABHASANKAR,
2008).

O conceito de antioxidante pode ser estabelecido para qualquer substancia
que em concentragdes menores que o substrato reduz ou impede a oxidagao deste,
Os antioxidantes podem ser classificados em varios mecanismos de acao: primario,
secundario, sinergista, sequestrante, ou seja, que promovem a quebra da cadeia
oxidativa ou reduzem a taxa de oxidagao, respectivamente (MADHAVI et al., 1996;
GUTTERIDGE, 1994; ANTOLOVICH et al., 2002; NANDITHA; PRABHASANKAR,
2008).

Os atributos da atividade antioxidante dos compostos fendlicos, ndo apenas
no que se refere aqueles presentes na propolis e no seu coproduto, em geral,

resultam da sua interagdo com compostos lipofilicos, vitaminas e das suas estruturas
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quimicas (anéis conjugados) que através das hidroxilas Ihe permitem doar elétrons
promovendo a inibicdo de radicais livres (BITTENCOURT et al., 2015).

O potencial da agéo antioxidante dos compostos fendlicos esta associado ao
numero de hidroxilas substituintes ligados ao anel aromatico, mediante doagao de
hidrogénio estes compostos atuam como agentes redutores e inibidores do oxigénio
singlete (EMBUSCADO, 2015; BALASUNDRAM et al., 2006), eliminando peréxidos
e cessando a agao de radicais livres, como demonstrado no esquema da Figura 3.
(LEOPOLDINI et al., 2011).
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Figura 3 - Mecanismos relacionados atividade antioxidante.
Fonte: Leopoldini et al. (2011).

O uso de antioxidantes artificias ja foi relacionado a efeitos prejudiciais a
saude, associando-os a mutacdes do DNA, incidéncia de cancer e problemas no
aparelho digestivo (SASAKI et al.,, 2002; SOUZA et al., 2019; WILLIAMS et al.,
1999), esses aspectos reforcam as pesquisas que buscam alternativas em fontes
naturais de antioxidantes (REIS et al. 2017; GONZALEZ-CENTENO et al., 2015).

Antioxidantes sintéticos empregados nas industrias de alimentos estao
presentes na dieta humana (ADEGOKE et al., 1998), dentre os quais podemos citar
os mais usados, BHT (Butil hidroxitolueno), BHA (Butil hidroxianisol), TBHQ (Terc-
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butil-hidroxiquinona) e PG (Propil galato), (RAMALHO; JORGE, 2006; ANTOLOVICH
et al., 2002; NANDITHA; PRABHASANKAR, 2008).

Como apresentado no Quadro 1, antioxidantes como BHT, BHA, TBHQ e PG,
assim como os compostos fendlicos, dispdem de estrutura fendlica que possibilita a
doacdo de prétons na inibicdo de radicais livres. O TBHQ atua melhor em éleos
vegetais, ja o BHA desempenha melhor atividade antioxidante em o6leos de origem
animal. BHT, BHA, TBHQ e PG podem atuar com outros antioxidantes de forma
sinérgica atuando na inibicdo da oxidacdo e sendo regenerados (MADHAVI et al.,
1996; RAMALHO; JORGE, 2006; NANDITHA; PRABHASANKAR, 2008; NANDITHA;
PRABHASANKAR, 2008).

Quadro 1 - Estrutura quimica de BHA, BHT, TBHQ e PG.
BHT - Butil hidroxitolueno

CHy  OH

BHA - Butil hidroxianisol

oH  GH;

CHy

]
H,C™
IUPAC: 3-terc-butil-4-hidroxianisol

CH;
IUPAC: 2,6-di terc-butil-p-cresol

TBHQ - Terc-butil-hidroxiquinona

Galato de propila

OH  CHj

OO,

CH,
e
Ho/\"/\oH

OH OH
IUPAC: 2-(1,1-Dimetiletil)-1,4-benzenodiol | | ;p 5.3 4 5-tri-hidroxibenzoato de propila
Fonte: Adaptado de Ramalho; Jorge (2006) e Nanditha; Prabhasankar (2008).

No Quadro 2 apresenta-se andlise resumida acerca das vantagens e
desvantagens dos antioxidantes sintéticos e naturais, neste sentido, o presente
trabalho se d4 de modo a analisar uma fonte alternativa dentre os antioxidantes
naturais, por meio do coproduto da prépolis, no controle da oxidagao lipidica de

biscoitos de polvilho.


https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEA_enBR848BR848&q=2,6-di+terc-butil-p-cresol&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj9guzrvb_jAhW-FLkGHRkeCxkQkeECCCwoAA
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Quadro 2 - Vantagens e desvantagens dos antioxidantes sintéticos e naturais

Antioxidantes sintéticos

Vantagens Desvantagens
Eficazes - mecanismo de agdo consolidados Relacionados com efeitos toxicologicas
Menor custo Interferéncia na aparéncia, sabor e aroma
Maior estabilidade Crescente resisténcia dos consumidores
Purificagdo para uso mais simples Regulado pela FDA

Antioxidantes Naturais

Purificacdo mais cara
Menor estabilidade
Carece melhor definigdo da interagdo com
substrato
Menos resistente a variagdes de temperatura

Maior aceitabilidade do consumidor
Sao reconhecidamente mais seguros
Toxicologia ainda n&o comprovada
Pode atuar como corantes (3-caroteno)

Fonte: Adaptado de Barriuso et al. ( 2013), Madhavi et al. (1996) e Niki et al. (1996).

A legislagao brasileira, Resolugao N° 383, de 5 de agosto de 1999 (BRASIL,
1999) que regulamenta o uso de aditivos alimentares suas fung¢des, estabelece a
quantidade maxima de antioxidantes artificiais conforme o teor de gordura para
produtos de panificagdo, biscoitos e similares com ou sem recheio, com ou sem
cobertura, categoria na qual se enquadram biscoitos de polvilho (BRASIL, 1999).
Conforme a legislagdo brasileira (BRASIL, 1999) o uso de BHA e TBHQ deve
obedecer o limite maximo de 200 mg/kg de gordura, ja o galato de propila e o BHT
podem ser empregados com limite maximo de 100 mg/kg de gordura (BRASIL,
1999).

Quanto ao emprego da prépolis com antioxidante natural em formulagdes de
alimentos, este estudo observou que trabalho empregando uso de coproduto de
propolis em alimento carneo (hamburgueres) submetido a conservagado sob
temperatura de -15 °C considerou uso de 300 mg Kg' de gordura (REIS et al.,
2017). Também, extratos de propolis foram aplicados em salame italianos nas
quantidades de 100 e 500 mg kg”' de massa total de salame armazenados por 35
dias (KUNRATH et al., 2017). Extrato de alecrim, foram usados na quantidade de
200 mg Kg' de hamburguer de frango refrigerado a 4 °C por 21 dias (PEREIRA et
al., 2017).




32

3.5 Lipidios

Nutrientes indispensaveis a dieta humana, os lipidios além de fonte
energética fundamental ao metabolismo dos organismos compdem a estrutura das
membranas celulares (ORSAVOVA et al., 2015).

No que se refere a 6leos e gorduras, estes sado classificados de acordo com
seu estado fisico, sendo 6leos quando liquidos em temperatura ambiente (abaixo de
20 °C) e gorduras quando no estado sélido. Sem distingdo dos componentes
menores como esterdis, carotenoides, ceras, glicosideos e impurezas dentre outros,
os lipidios sado insoluveis em agua e soluveis em solvente organicos
(VISENTAINER;FRANCO, 2006; GUNSTONE, 2002; GIOIELLI, 1996; RAMALHO;
SUAREZ, 2013).

A Resolugdo RDC-N° 270 da ANVISA que fixa a identidade e as
caracteristicas limites de qualidade para dleos, gorduras e cremes vegetais, define-
se que oleos e gorduras vegetais sao substancias constituidos majoritariamente por
glicerideos de acidos graxos de espécies vegetais além de constituintes menores
como fosfolipidios, material insaponificavel e acidos graxos livres de Oleos e
gorduras de origem vegetal (BRASIL, 2005).

Oleos e gorduras sdo formados por ésteres, provenientes da reacdo de
esterificagcao do glicerol (alcool) com acidos graxos (acidos carboxilicos), resultando,
por exemplo, em ftriacilglicerideos. A estrutura e conformagao quimica dos lipidios,
suas ligagdes quimicas e o tamanho das cadeias carbébnicas interfere nas
propriedades fisico-quimicas destes compostos (GIOIELLI, 1996; RAMALHO;
SUAREZ, 2013).

Estrutura basica majoritaria dos lipidios em O6leos, os acidos graxos sao
identificados pelo tamanho da cadeia carbbnica e pela presenca de saturacido e
instauragao entre as ligagdes de carbono. Suas cadeias carbdnicas sdo compostas
por numero par de carbonos e poucas ramificagdes, geralmente, identificados na
forma de monoacilglicerideos, diacilglicerideos e triacilglicerideos, havendo ainda,
compostos derivados dos acidos graxos como fosfolipidios, esterois, carotenoides e
ceras (GIOIELLI, 1996; RAMALHO; SUAREZ, 2013).
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Na Figura 4 sao apresentados alguns exemplos de acidos graxos presentes

em Oleos vegetais como a canola, soja, algodao, girassol e palma.
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Figura 4 - Acido graxos: saturado (a-palmitico (C16), b-estearico (C18)); acido graxo
monoinsaturado (c-acido oleico (C18:1n-9)); acidos graxos insaturados (d-linoleico (C18:2n-6),

e-linolénico (C18:3n-3)).
Fonte: Ramalho;Suarez (2013)

3.5.1 Oleo de canola e a oxidac&o lipidica em alimentos

O dleo de Canola é proveniente de espécie vegetal derivada da colza,
pertencente familia das cruciferas, do género Brassica (Brassica napus L., Brassica
rappa L. e Brassica juncea L.). O dleo de canola e o termo canola se originaram em
estudos no Canada no melhoramento das espécies vegetas citadas com objetivo de
reduzir os teores de acido erucico, dispensavel a dieta humana e que apresentara
toxicidade quando testado em ratos, e de glucosinolatos, que causavam problemas
de desenvolvimento e nutricionais a nutricao animal. Ja o termo canola se refere ao
oleo canadense de baixa acidez (Candian Oil Low Acid) (GUNSTONE, 2002; DE
MORI, 2014; ZAMBRANO, 2012; GRIMALDI; TOMM, 2018).

A legislacao brasileira, por meio da Instrugdo Normativa N° 49 do Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2006), define as caracteristicas
de identidade e qualidade de Oleos vegetais refinados, bem como estabelece o
percentual dos acidos graxos em 6leos canola e que o mesmo € obtido de sementes

das espécies Brassica campestris L., Brassica napus L. e Brassica juncea L.
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Presentes em relevantes percentuais no 6leo de canola, acidos graxos da
familia 6mega (w) sdo fornecidos somente de fonte vegetais, s&o primordiais ao
organismo humano, dentre os quais, se destacam os acido oleico (C18:1,n-9 ou w-9)
e linoleico (C18:2,n-6 ou w-6) que atuam no metabolismo das membranas celulares
e no sistema nervoso (MARTIN et al., 2006).

O d6leo de canola apresenta composi¢cdo rica em acidos graxo insaturados,
sendo que os monoinsaturados representam entre 61 a 62,4% e os poli-insaturados
entre 21 e 31,4%, ja os acidos graxos saturados representam 9% do total. Na
composicao do 6leo de canola destaca-se a presenca de acidos graxos esséncias
como os acidos graxos oleico (C18:1n-9 ou w-9) 61,6% (monoinsaturado), linoleico
(C18:2n-6 ou w-6) 21,7% e, a-linolénico (C18:3, 3n-3 ou w-3) 9,7%, esses dois
ultimos poli-insaturados (GUNSTONE, 2002; ZAMBRANO, 2012).

Por sua versatilidade e caracteristicas conferidas em bolachas, gorduras
hidrogenadas, 6leos vegetais e margarinas tem sido incorporado nas formulagdes de
biscoitos e bolachas. A importancia dos lipideos na formulagdo dos alimentos esta
associada aos seus efeitos no sabor, aroma, textura e aparéncia, entretanto, estao
sujeitos a degradagédo em seu processamento (CAPONIO et al., 2007).

O percentual de gorduras e a sua composi¢gao podem determinar o grau de
oxidacdo do alimento interferindo negativamente no sabor e aroma dos produtos,
neste sentido, o desafio esta centrado no controle da oxidagédo lipidica e
manutengdo da qualidade destes alimentos (VISCIDI et al., 2004; SILVA et al,
1999).

A estabilidade ou instabilidade oxidativa do 6leo de canola se aproxima ao
comportamento de éleos de soja, entretanto, em virtude do teor de acido linoleico,
da decomposi¢cdo deste e da presenga de outros acidos graxos poli-insaturados,
espécies mais reativas sdo formadas acelerando o processo de oxidacao lipidica.
Em face a presencga de clorofila, processo de foto oxidagao é favorecido, somando-
se a esse fator, a presenca e solubilidade do oxigénio em dleo o sujeita a foto
oxidagao resultando em oxigénio singlete que contribui com o processo de oxidagao
do dleo, além do aquecimento e da presenca de agentes pré oxidagdo como
presenca de metais como ferro e cobre que, desencadeiam o processo de oxidagao
lipidica (GUNSTONE, 2002).

O controle e redugcao da oxidagao lipidica nas etapas de processamento e

armazenamento representa desafio constante das industrias de alimentos para
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manutencdo da qualidade dos alimentos produzidos, iniUmeros sao 0s processos
realizados de modo preservar ao maximo as caracteristicas naturais dos alimentos
(REIS et al., 2017; SILVA et al., 1999).

O processo de oxidagdo dos alimentos esta relacionado a uma gama de
reagdes que, a partir da formacgao de radicais alquila e peroxidos (GOUJOT et al.,
2019), interfere na qualidade e tempo de prateleira de produtos comerciais
(KOCZON et al., 2016).

Os processos oxidativos de lipideos em alimentos podem ocorrer por meio de
reagdes hidroliticas, oxidacdo enzimatica, fotoxidacao e autoxidacao (SILVA et al.,
1999), a autoxidagdo de 6leos e gorduras € o principal mecanismo de degradagao
dos lipideos (FARMER et al., 1942).

Em decorréncia da incidéncia de luz, calor, pH, fatores antioxidantes e pré-
oxidacdo, como a presenga de ions metalicos e radicais livres, tais aspectos
exercem acao catalitica. As reagdes de oxidagao se iniciam pela agcado de radical
livre que reagem com acidos graxos insaturados suscetiveis a degradagéao
(GOUJOT et al., 2019; SILVA et al., 1999).

A autoxidacdo de oleos e gorduras ocorre de acordo com as reacdes
demonstradas na Figura 5, sendo o principal mecanismo de degradagao dos lipideos
(FARMER et al., 1942), as etapas envolvidas no processo de autoxidagao lipidica e

formacgé&o de radicais livres s&o representadas a seguir:

Iniciagao: RH N R* + H°

Propagagéo: R*+ 02— ROO*
ROO*+RH — ROOH + R°*

Término: ROO* +R* — ROOR
ROO* + ROO* — ROOR + O2
R* +R* — RR

Figura 5 - Representagao da autoxidagao lipidica em alimentos.
Fonte: Ramalho; Jorge (2006)
Onde: RH - Acido graxo insaturado; R* - Radical livre; ROO®: Radical Peréxido; ROOH — Radical
Hidroperoéxido.

A autoxidacéo lipidica esta sujeita a agao catalitica da temperatura, pH, ions
metalicos e presenga de radicais livres. Decorrente da agao catalitica favorecida

pela radiacdo UV e calor, na etapa inicial oxigénio (*02) e acidos graxos insaturados
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(RH) reagem originando radicais livres (R*®), os radicais livres reagem propagando a
reacao de forma autocalitica formando radicais perdéxido (ROO®) e hidroperoxidos
(ROOH), nesta etapa é possivel notar odor e sabor caracteristicos do processo de
rancificagdo resultante da degradagao dos radicais hidroxiperéxidos (RAMALHO;
JORGE, 2006; SILVA et al., 1999; FENNEMA et al., 2010).

Na etapa de terminacao a reducgao do teor de acidos graxos insaturados (RH)
indica a reagao entre si dos radicais (R®) formando compostos estaveis (RR,
ROOR), sendo notada a alteragao do sabor, odor, cor, textura, rango caracteristico
de compostos secundarios (e.g. volateis, ndo volateis e epdxidos) (RAMALHO;
JORGE, 2006; SILVA et al.,, 1999). A oxidacao lipidica resulta na formagédo de
cetonas, epoxidos aldeidos, dentre os quais ha compostos volateis e ndo volateis
(BARRIUSO et al., 2013).

3.6 Biscoitos de polvilho

Os Oleos vegetais e margarinas sao ingredientes incorporados nas
formulagdes de biscoitos e bolachas, os teores e os tipos de gordura variam muito
entre os produtos disponiveis no mercado, ndo havendo um padrdo do teor de
gordura empregado na formulagdo de biscoitos de polvilho (SEPAROVIC; AUED-
PIMENTEL, 2016).

Considera-se que as informacgdes acerca da diversidade 6leos e gorduras
empregadas na confecgdo de biscoitos de polvilho (SEPAROVIC; AUED-PIMENTE,
2016), e as limitagdes imposta pela legislagdo (BRASIL, 1999) no emprego de
antioxidantes em alimentos como biscoitos e bolachas, suscita-se que biscoitos de
polvilho podem ser um bom meio para verificagdo do potencial antioxidante natural
como os coprodutos de prépolis.

Separovic; Aued-Pimentel (2016), constataram que biscoitos de polvilho
produzidos no Estado de S&o Paulo nos anos de 2009 e 2013, eram constituidos de
gorduras vegetal, vegetal hidrogenada, 6leo vegetal, 6leo de soja e gorduras de
palma e coco, nos quais o teor de gordura total foram de 17 a 18% da composi¢ao
dos biscoitos e 3% de acidos graxos trans.

De acordo com Separovic; Aued-Pimentel (2016) 80% das amostras de

biscoito de polvilho avaliadas continham gordura hidrogenada, 12% 6leo de palma e
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8% eram constituidas de 6leo vegetal, estando os teores mais elevados de acidos
graxos trans associados aos produtos compostos por gordura hidrogenada.

Biscoitos de polvilho sdo formulados tendo como ingrediente base o polvilho
azedo, uma das caracteristicas marcantes destes produtos é a crocéncia, em geral,
sao produzidos a partir da mistura de polvilho azedo, 6leos ou gorduras, sal e agua,
0 processo de cocgao passa pelo escaldamento de ingredientes, modelagem e
posteriormente sdo assados (RIBEIRO, 2006; RODRIGUES et al., 2011). De acordo
com Cereda (1987) o polvilho confere leveza, volume e crocéncia, resulta da
expansao do polvilho azedo durante a etapa de cocgao em fornos.

A formulagcao basica do biscoito de polvilho definida por Maeda; Cereda
(2001), foi elaborada tendo aproximadamente 25% de gordura hidrogenada, 4% de
sal e aproximadamente 80% de agua, percentuais definidos em relagdo a
quantidade de polvilho empregada na formulacdo (MAEDA; CEREDA, 2001).
Aplevicz; Demiate (2007) relatam que é possivel verificar uma grande variedade de
formulagdes para biscoitos de polvilho tendo como ingredientes além do polvilho
azedo, polvilho doce, farinha de milho, ovos, leite e sal.

Em estudos de analise sensorial de biscoitos formulados pela substituicdo da
fécula de mandioca por farelo de mandioca, é possivel constatar que os biscoitos de
polvilho azedo sédo referenciados tendo em sua formulagcdo padréo 44% fécula de
mandioca, 26% de ovos, 22% de agua, 6,5% de dleo e 1,5% de sal (RODRIGUES et
al., 2011).

3.7 Métodos para acompanhamento da oxidagao lipidica

Alimentos constituidos em gorduras estdo sujeitos ao processo de oxidagao
dos lipidios, neste sentido, € indispensavel a realizagdo de analises de verificagao e
acompanhamento de processos de degradacgao lipidica. O acompanhamento do
processo contribui para estabelecer parametros que possam impedir € minimizar a
rancificagdo garantindo alimentos de qualidade (SILVA et al.,, 1999, BARRIUSO et
al., 2013).

O nivel de degradacao a ser observado, a acuracia e as caracteristicas da
matriz em estudo s&o aspectos que determinam a escolha do método para analise

da oxidacao lipidica, desta forma, destaca-se ser importante relacionar diferentes
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meétodos e parametros para acompanhamento de processos oxidativos (BARRIUSO
et al., 2013).

Métodos de verificagdo da oxidagdo lipidica, abrangem desde a analise
sensorial a métodos avangados (Infra Vermelho (IV), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), HPLC-ESI-MS, CGMS), os métodos consideram por exemplo,
andlise de substrato pelo consumo de oxigénio (métodos manométricos,
polarograficos, ponderais ou cromatograficos), analises de teor residual de acidos
graxos (cromatografia gasosa e indice de acidez - la), produtos primarios da
oxidacao (indice de perdxidos, método iodométrico de Lea e de oxidagdo do Fe?* em
Fe**, colorimétrico, calorimetria diferencial, dienos conjugados e outros), produtos
secundarios de oxidacdo (Teste do Acido 2-Tiobarbitirico (TBA), indice de p-
Anisidina (IpA)), compostos volateis e acidos oxidados (CG-MS) (SILVA et al., 1999
e BARRIUSO et al., 2013).

Considerando que a oxidacdo lipidica pode resultar, dentre outros
subprodutos, na formagédo de cetonas, epoxidos e aldeidos, dentre os quais ha
compostos volateis e nado volateis (BARRIUSO et al.,, 2013), um dos métodos
analiticos para detectar aldeidos resultantes da degradagé&o de hidroperoxidos,
observa a formacao de complexo resultante da reagdo do acido 2-tiobarbiturico —

TBA com malonaldeido (MDA), conforme reagao esbogada na Figura 6.

HS. _N_ _OH SN
i | Qo a0 g et HO_ N_ _S
N v C=Ch—C H Z Y
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H H N ~=cH-C=CH—\s_ N
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£ 2H0
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IBA OH
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Figura 6 - Reagao de formagao do composto cromogénio resultante do teste de TBA.
Fonte: Osawa et al. (2005).

O complexo (MDA-TBA) formado tem coloracdo vermelha, podendo ser
mensurado por espectrofotometria pela absorgdo no comprimento de onda de
aproximadamente 532-535 nm. (SILVA et al., 1999; BARRIUSO et al., 2013). Em
geral os resultados obtidos de ensaios com TBA s&o expressos em unidades de
absorbancia por unidade de peso da amostra ou em valor ou numero de TBA, ou
seja, o resultado representa a quantidade em miligramas de malonaldeido por
quilograma da amostra (mg MDA Kg') (SILVA et al., 1999; BARRIUSO et al., 2013).
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Abaixo, na Tabela 5, sdo apresentados alguns resultados de estudos que

versam acerca da analise da oxidagéo lipidica por TBARS em alimentos.

Tabela 5- Estudos de oxidagao lipidica em alimentos pelo método de TBARS

. Condicées de Periodo de mg de MDA Kg"*
Fonte Material 1
Armazenamento Analise de amostra
Carpes et al. Paté de Frango Sob refrigeragao 0,7 14,21, 28, 35 142 2289
(2020) com bagagode uva a4°C e 42 dias ’ ’
Almeidaetal.  Salsichas de carne  Sob refrigeragéo 0, 5,10, 15, 20, 1293492
(2017) suina com pélen a4°C 25 e 30 dias ’ ’
. . Sob
Reis et al. Harpburguer com congelamento a - 03 7,14,21e28 0,67 a1,29
(2017) residuo de propolis 15 °C dias
Paes de farinhas
Osunaetal. (1992020008 Temperatura 0 e 6 dias 422 ¢1175
(2018) getal ambiente 25° C ' ’
ascorbico e a-
tocoferol
Bajaj et al Bolachas Temperatura 0,1,2,3,4e5
) formuladas com : P 3,2a4,0
(2016) = ambiente meses
hortela
| . Bolos com ervas da
zzreen, Malasia, acido Temperatura
Noriham s ; 0,3,6,9,12,15 0,1a14
(2011) ascorbico, BHA e ambiente
BHT
Patrignani et c?les?T?illLooS Z?rZSggos Em 145 e 186
. ', , 20 °C dias de 0,85e2,59
al. (2014) girassol rico em ac.
o armazenamento
oléico
Biscoitos com
.y mistura de ervas
Misan et al. (salsa, casca de Temperatura 0,1,2,3,4,5€e6 1,31 26,89
(2011) Y ~ ambiente semanas
espinheiro, hortela
e cominho)
Papastergiadis Biscoitos doces de ~ Temperatura de 0,14, 37,69 e 92 313 e 2407
et al. (2012) canela 20°Ca26°C dias ’ ’
Varaas et al Oleo de Canola
(20?9) ' enriquecido com 60 C 16 dias 0,75a4,85

extrato de pitanga

Fonte: De acordo com Carpes et al. (2020); Aimeida et al. (2017); Reis et al. (2017); Osuna et al.
(2016); Bajaj et al. (2016); Izzreen; Noriham (2011); Patrignani et al. (2014); MiSan et al. (2011);
Papastergiadis et al. (2012); Vargas et al. (2019).

Uma vez que os métodos analiticos podem nao estabelecer uma relagéo ideal

com a percepcgao de alteracdes que podem ocorrer no sabor e aroma dos produtos,

neste sentido, € importante que o método analitico seja executado de modo
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sistematico (BARRIUSO et al.,, 2013) possibilitando identificar o ponto critico do
processo de oxidacao (SILVA et al., 1999).

Dentre as metodologias ja citadas, observa-se que analise de acidos graxos
por cromatografia gasosa fora realizada em biscoitos de polvilho com objetivo de
analisar a composi¢cdo dos acidos graxos de diferentes biscoitos produzidos no
estado de Sao Paulo (SEPAROVIC; AUED-PIMENTEL, 2016).

Os procedimentos empregados até determinagcdo dos &cidos graxos por
cromatografia gasosa acoplada ao FID, extragao lipidica, quantificacdo dos lipidios
totais e preparo dos ésteres dos acidos graxos requerem preparo e cuidado na
execugao das etapas.

O processo de extragao lipidica precisa garantir a extragao dos diferentes
constituintes dos acidos graxos, evitando perdas, neste sentido, o emprego do
método Bligh e Deyer (1959) representa uma boa alternativa. Nesta etapa, é
necessario observar o teor e a polaridade dos solventes empregados, as
caracteristicas da amostra a ser analisada, seu teor de agua, o tempo de extragao e
agitacao de modo que o processo seja eficiente.

A analise por cromatografia gasosa requer que os analitos sejam volateis,
desta forma, é indispensavel que os acidos graxos sejam submetidos a reagdes de
derivacao (esterificagcdo ou transesterificagdo), resultando em ésteres metilicos ou
etilicos que serdo analisados. O método Hartman e Lago (1973), amplamente usado
na obtencdo de ésteres metilicos representa alternativa viavel pelo emprego de
reagentes de baixo custo, por ser uma metodologia simples, de breve execug¢éo no
preparo de acidos graxos.

O emprego da técnica de cromatografia gasosa acoplada ao detector de
chama por ionizagédo (GC-FID) com propésito analisar a ocorréncia de alteragao na
composicao dos acidos graxos tem sido recorrente, desta forma, também foi
considerada na analise dos acidos graxos do 6leo de canola, posteriormente
extraido das formulagdes de biscoitos de polvilho.

A Tabela 6 traz informagdes da literatura quanto ao percentual para acidos
graxos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1n-9), linoleico (C18:2n-6)
e linolénico (C18:3n-3) identificados e quantificados em amostras de 6leo de

canola.
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Tabela 6 - Composigao percentual dos acidos Graxos em 6leo de canola na literatura

Ac Graxo
Fonte
C16:0 C18:0 C18:1n-9 C18:2n-6 C18:3n-3
Brasil (2006) 2,5-7,0 0,8-30 51,0 — 80,0 15,0 - 30,0 4.0-14,0%
Santos et al.
(2020) 3,76 — 7,90 2,26 373 6322-670 17,0 7.0
Gunstone
2011) 3,6 15 61,6 21,7 9.6
Porto et al.
2016) 45-47 22-23 62,5632 16,0 - 17,3 36-45
Boroski et al.
2018) 4,62 2,52 58,65 16,64 5,03
Var(gz?;g; al. 4 59_506 1,67 - 1,91 50,84 — 64,36 19,01-2109 4,85—6,24

Fonte: Conforme Brasil (2006); Santos et al. (2020); Gunstone (2011); Porto et al. (2016); Boroski et
al. (2018); Vargas et al. (2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4 1 Materiais

O coproduto da propolis foi gerado durante o processo de produgéo industrial
de extratos hidroalcodlico de prépolis comercializada pela empresa produtora e
exportadora de produtos apicolas, a Breyer & Cia Ltda de Unido da Vitdria, Parana,
Brasil (latitude 26 ° 11' 48,8 "S, longitude 51 ° 06' 48,4" W). A propolis produzida
pelas abelhas Apis mellifera, que originou o coproduto foi coletada durante a
primavera de 2018 pelos apicultores da regidao de Unido da Vitéria — PR cadastrados
pela empresa. O coproduto foi seco em temperatura ambiente por 48 horas, com
teor de umidade média de 7 % foi armazenado sob refrigeragdo a -15 + 0,6 °C para
conservacao das suas propriedades bioldgicas. O polvilho azedo (YOKI™,
Paranavai, Brasil), e o 6leo de canola (SALADA, Bunge Alimentos S/A, Gaspar,
Brasil) foram adquiridos no comércio local do Municipio de Chapecd, Santa

Catarina-Brasil.

4.2 Métodos

Conforme objetivos elencados, o desenvolvimento do presente projeto
consistiu na extragdo dos compostos fendlicos do coproduto da prépolis, a presenca
de compostos (Fendis totais por Folin-Ciocalteau e HPLC-ESI-MS) e a atividade
antioxidante (DPPH, FRAP e ABTS) foram aferidas em extratos do coproduto
liofilizados (LFCP, liofilizagao) e microencapsulados (MECP, spray dryer).

O potencial como inibidor de oxidacdo de lipidios foi analisado em biscoitos
de polvilho elaborados com 6leo de canola, considerando quatro formulagdes
distintas entre si em fungdo do antioxidante empregado, sendo: F1-isenta, F2-BHT,
F3-MECP e F4-LFCP.

O processo de elaboracao dos biscoitos se deu pelo escaldamento do polvilho
salgado, as formulagdes F1, F2, F3 e F4, com os respectivos antioxidantes, foram
preparadas individualmente, os biscoitos foram moldados em formas de aluminio a

coccao realizada em forno elétrico a 180 °C. Apds resfriamento em temperatura
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ambiente os biscoitos foram embalados em embalagens plasticas transparentes
armazenados sob temperatura ambiente (entre 20 e 26 °C).

O acompanhamento da oxidacao lipidica foi realizado através da analise das
substancias reativas ao acido 2-tiobarbiturico (TBARS) e do perfil dos acidos graxos
por cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizagdo por chama (GC-FID)
num periodo de 45 dias, sendo as analises realizadas quinzenalmente nos tempos
0, 15, 30 e 45 dias.

A etapa de extragao e preparo do extrato liofilizado (LFCP) do coproduto da
propolis, analise do conteudo fendlico total (CFT), andlises de atividade antioxidante
(DPPH, ABTS e FRAP), analise do material microencapsulado (MEV) foram
realizadas na UTFPR - Campus Pato Branco. O preparo do material
microencapsulado (MECP) foi realizado na UTFPR - Campus Campo Moura.
Anadlises de determinagdo dos compostos fendlicos nos extratos LFCP e MECP
realizada por cromatografia liquida e a determinacédo dos ésteres metilicos dos
acidos graxos por cromatografia gasosa (GC-FID) foram realizadas no IFRS -
Campus Sertdo. A formulagdo e preparo dos biscoitos, analise de lipidios totais,
etapa de esterificagdo dos acidos graxos e analise de TBARS, foram realizadas na
UFFS — Campus Chapecé —SC.

4.2.1 Preparo do extrato liofilizado do coproduto da prépolis (LFCP)

As condi¢gbes de extracdo foram estabelecidas com base nos parametros
(concentragao do solvente, temperatura e tempo de agitagao) definidos em estudos
prévios realizados por Serafini et al. (2012) e Carpes et al. (2007).

Aliquotas de 10 g de coproduto de propolis foram maceradas e extraida com
100 mL de etanol 80% (v/v) em frascos Erlenmeyer de 250 mL. A extrag&o foi
conduzida em incubadora com controle de temperatura e agitagcéo orbital tipo Shaker
(FORTINOX - Star FT38, Piracicaba- Brasil) a temperatura de 40 °C, durante 60 min
sob agitagcdo de 145 rpm. Os extratos foram filtrados em papel filtro Watman n° 5.
Nessas condi¢des, foi preparado um total de 1000 mL de extrato na concentracao de
0,1 g/mL. Para a elaboragdo do LFCP, o sobrenadante de uma das extragdes
(aproximadamente 100 mL) foi evaporado em evaporador rotativo (TE-211,

TECNAL, Piracicaba, Brasil) até a completa evaporagao do solvente. O residuo foi
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liofilizado (Liofilizador L101 - LIOTOP, Sao Carlos, Brasil) sob alto vacuo por 48
horas em temperatura de -50 °C e armazenado sob refrigeragcdo a -18 °C para
posterior realizacao das analises. Apos essa etapa de liofilizagdo, extratos do LFCP
na concentragao de 0,2 mg/mL (etanol 80% v/v) foram preparados para a analise de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. O sobrenadante restante
(aproximadamente 900 mL) foi guardado em freezer a -18 °C para o preparo do

extrato microencapsulado (MECP).

4.2.2 Preparo do extrato microencapsulado de coproduto de propolis (MECP)

Para o preparo do MECP, aproximadamente 900 mL do extrato hidroalcodlico
foi concentrado em evaporador rotativo a 40°C até uma reducao de 50% do seu
volume inicial. Concentragdo essa necessaria para conseguir obter um extrato com
teor de sdlidos totais de 21,4% (Brix), ideal para ser microencapsulado em spray
dryer. O teor de sdlidos foi determinado em refratdbmetro manual (Portable

Refractometer).

4.2.2.1 Preparo da Emulséao

O preparo da emulsdo foi realizado considerando um teor de sodlidos
(extrato/solvente/encapsulante) final de 20-30% (Brix). O material encapsulante,
amido modificado de alto desempenho (50 g), EP 1002 — Cargill Agricola S.A., Lote
1403102, foi disperso em volume de agua destilada. Inicialmente foi usado 50 mL de
agua a temperatura ambiente o suficiente apenas para a completa dissolugéo, e em
seguida, sob agitagcdo mecanica (Fisatom 713D — AAKER, Sao Paulo, Brasil) de
2500 rpm foi adicionada mais 50 mL de agua destilada a 90 °C. A velocidade do
homogeneizador foi sendo incrementada aos poucos até o limite de 4000 rpm por 3
min, até observacdo de uma emulsdo homogénea, apos esse procedimento as

amostras foram secas por atomizagdo em spray dryer.
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4.2.2.2 Secagem por atomizagao

A microencapsulagéo foi realizada em equipamento spray dryer (Labmaq —
LM MSD 1.0- Ribeirado Preto, Brasil), com atomizador para dois fluidos (ar/amostra)
de didmetro de 1 mm (Figura 7). A emulsdo, sob agitacdo constante (1000 rpm)
(encapsulante + extrato) foi bombeada em regime de fluxo a favor da corrente de ar
de 0,70 L/h. A temperatura de entrada aplicada (controlada) para secagem por
pulverizacao foi de 150 °C e de saida de 72 + 2 °C (n&o controlada). A taxa de
alimentagao de ar de entrada no equipamento (atomizagao) foi ajustada em 3,6
L/min, sendo que a alimentagao de ar registrada no compressor variou entre 45 a 50
L/min. O material em pé foi denominado de MECP e foi acondicionado em frasco de
250 mL com tampa rosquedvel, envoltos em papel aluminio e armazenados -18 °C

até arealizacdo das analises e uso na formulagao dos biscoitos.

Figura 7 — Equipamento Spray Dryer (Labmaqgq — LM MSD 1.0)
Fonte: Autoria prépria — (2021)



46

4.2.3 Andlise da eficiéncia da microencapsulagao (%)

Analise da €eficiéncia da microencapsulacao levou em consideracao a
diferenga percentual dos compostos fendlicos totais revestidos, presentes no interior
das microcapsulas em relagdo aos compostos fendlicos presentes na superficie, ou
seja, aqueles que nao foram revestidos. Para isso foram executas etapas de
extracéo e liberagdo dos compostos fendlicos de superficie (TFS) e dos compostos
fendlicos encapsulados (TFE), conforme metodologia descrita por Reis et al. (2017)
e Carpes et al. (2020). A eficiéncia da microencapsulagao (E.M) para o MECP foi

determinada pela Equagéo 1.

E.M (%) = [1- (TFS / TFE) x 100] Equacéo (1)

Onde:

TFS: Teor de compostos fendlicos na superficie do material, quantidade de
compostos fendlicos presentes na superficie de uma massa definida de
microcapsulas;

TFE: Total de compostos fendlicos encapsulados e na superficie do material,
quantidade de compostos fendlicos liberados presentes em uma massa definida de

microcapsulas.

4.2.3.1 Compostos fendlicos de superficie (TFS)

Aliquotas de 0,2 g de MECP foram dissolvidos em 2,0 mL de etanol 80 %
(v/v). Apds dissolugdo a mistura foi agitada em agitador de tubo tipo Vortex por 30
segundos e centrifugada a 4000xg por 2 minutos (Sigma 3-16KL, Osterode am Harz,
Alemanha). Em seguida o teor de compostos fendlicos do sobrenadante foi
quantificado em espectrofotometro Bel photonics (Modelo 2000 UV, Osasco, Brasil),

conforme metodologia descrita no Item 4.2.4.
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4.2.3.2 Compostos fendlicos encapsulados (TFE)

A determinacdo dos compostos fendlicos encapsulados foi determinada apés
a ruptura das microparticulas e liberagdo dos compostos bioativos. Em tubos tipo
Falcon de 50 mL, 0,5 g de extrato microencapsulado (MECP) foi dissolvido em 20
mL de alcool metilico 80% (v/v). O extrato foi agitado em agitador tipo Vortex por 2
min, sonicado em lavadora ultrassénica (Ultronique-Q5.9L/40A, Indaiatuba, Brasil)
por 15 min e centrifugado (Sigma 3-16KL, Osterode am Harz, Alemanha) a 6000 x g
por 5 min. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e utilizado para a
determinagao do teor de fendlicos totais (4.2.4), atividade antioxidante e posterior

analises cromatograficas.

4.2.4 Compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método descrito por
Singleton et al. (1999), utilizando o reagente Folin-Ciocalteau e o acido galico como
padrdao de referéncia, o método foi empregado em amostras de extrato liofilizado
(LFCP) e microencapsulado (MECP) do coproduto da prépolis. As absorbancias
foram lidas em espectrofotbmetro (Femto UV 2000, S&o Paulo, Brasil) a 740 nm.
Para determinagéo aliquotas 500 uL do extrato (1:20) foram solubilizadas em 2,5 mL
de solucao Folin-Ciocalteau 10% em tubos tipo Falcon e mantidos em repouso por 5
minutos. Apds o periodo de repouso, 2,0 mL de solugdo de carbonato de sddio 4%
(m/v) foi adicionado aos tubos para ser homogeneizados em vortex e mantidos em
repouso por 2 horas sob temperatura ambiente e sem incidéncia de luz. As
absorbancias foram lidas em espectrofotdbmetro a 740 nm. Uma curva padrdo com
acido galico foi construida nas seguintes concentragdes de 25,0; 37,5; 50,0; 62,5;
75,0; 100,0 e 125,0 pg/mL.

Os resultados foram expressos em equivalente em acido galico por grama de

amostra (mg EAG g™' de amostra). A andlise foi realizada em ftriplicata.
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4.2.5 Estrutura e morfologia do MECP

As caracteristicas estruturais do material microencapsulado (MECP) foi
analisada por microscopia eletronica de varredura (MEV) em microscopio eletrénico
de varredura digital (TM-3000, Hitachi Tabletop Microscope, Toquio, Japéo). A
amostra (po) foi aderida em fita adesiva dupla face e disposta em porta amostra
metalico (stubs) de 12 mm de didmetro. As imagens de MEV foram obtidas usando
uma voltagem de 5 kV e corrente de 1750 mA. As ampliagbées de 100 a 1500x foram

registradas pelo software, Shadow 1 (Hitachi Tabletop).

4.2.6 Atividade de agua do MECP

A atividade de agua (aw) foi medida por leitura direta no equipamento de
analise automatica (LabTouch - Novasina, Brasil) de acordo com a métodos fisico

quimicos para analise de alimentos (IAL, 2008).

4.2.7 Caracterizagao dos extratos (LFCP e MECP) por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Os compostos fendlicos presente nos extratos LFCP e MECP foram
analisados e identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa com fonte de ionizagao por eletrospray (LC-ESI-MS) no
sistema cromatografico Shimadzu (LC-MS-2020, Kyoto, Japao). A separagdo dos
compostos foi realizada utilizando uma coluna Shim-Pack VP-ODS (150 mm x 2,0
mm X 4,6 um) (Shimadzu, Kyoto, Japao) a uma temperatura ajustada em 40 °C. Em
circunstancias da disponibilidade de material, reagentes e possibilidades do
laboratério em executar analise, os métodos empregados para analise quantitativa e
qualitativa dos compostos fendlicos foram realizados de acordo com de Arruda et al.
(2018), Pereira et al. (2018) e Bataglion et al. (2015). Nesse estudo, os extratos
LFCP e MECP foram solubilizados em metanol grau HPLC, nas concentragdes de 5

mg mL" e 25 mg mL", respectivamente, sendo o MECP submetido a ruptura
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conforme 4.2.3.2, ambos extratos foram filtrados em filtro com porosidade de 0,22
pMm (Milipore), sendo volume de inje¢cdo das amostras de 10 pL.

A fase moével binaria foi constituida pelo solvente A — Acido Férmico 0,3% e o
solvente B — Metanol e eluidos a um fluxo de 0,4 mL/min, de acordo com a seguinte
programacao: 0,1-1 min., 5% B; 1-4 min., 5-60% de B; 4-7 min., 60-70% de B; 7-10
min., 70-100% de B; 10-11,5 min., 100% B; 11,5-12,5 min., 100-5% de B; 12,5-
15min., 5% de B, conforme Tabela 7. Os parametros adotados para fonte ESI foram
de 1,5 Kv de tensao capilar, 200 °C para temperatura do bloco, 250 °C para linha de
dessolvatacéo. O fluxo do gas secante (N2) e de nebulizacéo foi de 15,0 L.min™" e

1,5 L.min™", respectivamente.

Tabela 7- Concentragao de metanol (Fase movel B) em fungao do tempo (%)

Tempo (min.) Conc B (%)
0,01 5
1,00 5
4,00 60
7,00 70
10,00 100
11,5 100
12,5 5
15,0 5
15,0 Stop

Fonte: Autoria propria (2021).

Compostos fendlicos dos extratos foram determinados por meio de curva de
calibragcdo em relagdo aos padrées externos auténticos (Sigma-Aldrich) dos
seguintes compostos acido cafeico, pirocatecol, acido siringico, mangiferina,
kaempferol, acido p-cumarico e flavona. Inicialmente uma solugdo padrdo de cada
composto foi individualmente preparada na concentracdo de 1000 mg L' em
metanol. Em seguida, por diluicdo em metanol foram preparadas solugdes padrao
contendo todos os compostos nas concentragdes de 1,5; 3,12, 6,25 e 12,5 ug mL™"
em metanol. Os ions percursores mais abundantes das moléculas desprotonadas
[M-H]" de cada padrédo foram considerados para determinagdo, comparando-se o
tempo de retencdo dos padrées com os compostos fendlicos presentes nos extratos
LFCP e MECP. A curva de calibragao foi construida para quatro concentra¢des (1,5;
3,12, 6,25 e 12,5 ug mL™") de cada um dos padrdes disponiveis (&cido cafeico,
pirocatecol, acido siringico, mangiferina, kaempferol, acido p-cumarico e flavona), o

volume de injegcao foi de 10 pL em triplicata, os compostos presentes nos extratos



50

foram mensurados em relagdo a curva de calibragdo dos padrdes, sendo expressos

em ug g de amostra.

4.2.8 Analises de Atividade Antioxidante

Nenhum método para analise da atividade antioxidante isoladamente é
suficiente para se estimar o potencial antioxidante de extratos de plantas, assim, faz-
se necessario a aplicagado de métodos distintos para avaliar a atividade antioxidante,
uma vez que ha diferentes classes de compostos fendlicos com diferentes
mecanismos de agado (ANTOLOVICH et al., 2002; ALMEIDA et al., 2017; REIS et al.,
2017). Desta forma, as propriedades antioxidantes dos extratos LFCP e MECP
foram avaliadas por trés métodos, DPPH, ABTS e FRAP.

4.2.8.1 Sequestro do radical DPPH.

A atividade antioxidante pelo método DPPH foi realizada de acordo com os
procedimentos realizados por Brand-Williams et al. (1995). Os extratos MECP e
LFCP foram diluidos em etanol 80% e preparados na concentragcdo de 45,45 mg/mL
e 0,2 mg/mL, respectivamente. Desta forma, aliquotas de 500 pyL de cada extrato
foram adicionadas separadamente a 3 mL de etanol P.A e a 300 uL da solugéo de
DPPH (0,5 mM). Amostra controle sem os extratos foi preparada com 3,5 mL de
etanol e a 300 uyL da solugao de DPPH (0,5 mM). As amostras foram
homogeneizadas e mantidas ao abrigo da luz por 30 minutos e as leituras das
absorbancias foram realizadas em espectrofotobmetro (Femto UV-2000, Sao Paulo,
Brasil) a 517 nm. Uma curva padrao com Trolox nas concentragées de 0,0; 5,0; 15,0;
25,0; 50,0; 75,0; 100,0 e 125,0 umol de trolox foi preparada e os resultados foram

expressos em pmol de Trolox g de amostra. A analise foi realizada em triplicata.
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4.2.8.2 Sequestro do radical ABTS

Andlise da atividade antioxidante pelo sequestro/reducéo do radical ABTS™
(2,2"-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi realizada conforme Re et
al. (1999) e adaptagdes do procedimento feito por Reis et al. (2017). O radical
ABTS™ foi obtido a partir da reagéo da solugédo de ABTS (7,0 mM) com persulfato de
potassio (140 mM) durante um periodo de 16 horas sob temperatura ambiente e
sem incidéncia de luz. Apds esse periodo, a solucao contendo radical foi diluida em
etanol p.a até atingir uma absorbancia de 0,7 a 734 nm.

O meio reacional foi composto por 3,0 mL da solugdo contendo radical
ABTS™, o qual foi homogeneizado separadamente com 30 pyL de cada extrato e
deixado em repouso por 7 min sem incidéncia de luz e em temperatura ambiente.
Nessa analise os extratos MECP e LFCP foram diluidos na concentracdo de 50
mg/mL e 0,2 mg/mL, respectivamente. As absorbancias foram aferidas no
comprimento de onda de 734 nm e a analise foi realizada em ftriplicata. Uma curva
padrao de Trolox foi construida nas concentragdes de 0, 50; 100; 500; 1000 e 1500
pmol Trolox, e os resultados expressos em capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox (umol TEAC g™).

4.2.8.3 Atividade antioxidante total pelo método de reducédo do Ferro - FRAP

A determinagcdo da atividade antioxidante por meio da redugcdo do ferro
(FRAP) consiste na afericdo da habilidade dos antioxidantes em reduzir, em meio
acido (pH 3,6) o complexo Fe*/TPTZ. Nesta reacdo o Fe?* de intensa cor azul é
formado e a absor¢cdo maxima é medida em comprimento de onda de 595 nm
(Benzie; Strain, 1996). Tal como foi para a analise de ABTS, os extratos MECP e
LFCP foram diluidos na concentragao de 50 mg/mL e 0,2 mg/mL, respectivamente.
O reagente FRAP foi previamente preparado com 50 mL de tampéao acetato (300
mM, pH 3,6), 5 mL de solugédo TPTZ (10 mmol de TPTZ em 250 mL de HCI 40 mM)
e 5 mL de FeCls (20 mM) em solugao aquosa.

Aliquotas de 90 pL dos extratos LFCP e MECP foram adicionados a 2,7 mL

do reagente FRAP e incubadas por 30 min em banho-maria a 37 °C sem incidéncia
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de luz. Decorrido o tempo de reacao, as absorbancias das amostras foram medidas
em espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 595 nm. Uma curva de
referéncia com sulfato ferroso foi elaborada na concentragédo 100 a 2000 uM e os
resultados obtidos foram expressos em umol Fe?* por g de amostra (umol Fe?* g™).

As analises foram realizadas em ftriplicata.

4.2.9 Elaboragao do Biscoito de Polvilho

Os biscoitos de polvilho foram produzidos de acordo com estudo prévios de
acordo com Montenegro et al. (2008), Rodrigues et al. (2011) e Aplevicz; Demiate
(2007) com algumas modificagbes quanto as quantidades de cada ingrediente.

Neste estudo o polvilho azedo, sal, leite, gordura vegetal e ovos foram
adquiridos no comércio da cidade de Chapecé — SC. Os antioxidantes empregados
foram o BHT (comercial artificial), o MECP e o LFCP. A Tabela 8 mostra a
composigao percentual aproximada dos ingredientes que foram empregados nas

formulagdes dos biscoitos.

Tabela 8 - Porcentagem massica dos ingredientes para formulagao dos biscoitos de polvilho.
Massa base para biscoito de polvilho

Ingredientes Quantidade (%) Quantidade (g)
Polvilho Azedo 41,12 500
Sal 1,31 16
Oleo de Canola 16,45 200
Leite 16,45 200
Ovo 8,22 100
Agua 16,45 200

Fonte: Adaptado pelo autor (2021), com base em Aplevicz; Demiate (2007).

A avaliagdo da oxidagao lipidica nos biscoitos foi observada em relagdo a
auséncia e a presenca de antioxidantes sendo considerada quatro formulagbes de

biscoito, conforme apresentado na Tabela 9.
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Tabela 9 — Formulagées dos Biscoitos de Polvilho conforme adi¢gado de antioxidante

Formulagao Antioxidante
F1 Isento de antioxidante — formulagéo controle
F2 BHT (conforme legislagdo, 100 mg Kg™' de gordura)
F3 MECP (500 mg Kg™' de gordura)
F4 LFCP (750 mg Kg™' de gordura)

Fonte: Autoria propria (2021).

A concentragdo de BHT nos biscoitos seguiu os limites estabelecidos da
legislacao brasileira, Resolugdo N° 383, de 5 de agosto de 1999, que regulamenta o
uso de aditivos alimentares suas fungdes, estabelecendo a quantidade maxima de
antioxidantes artificiais conforme o teor de gordura para produtos de panificagao,
biscoitos e similares com ou sem recheio, com ou sem cobertura, categoria na qual
se enquadram biscoitos de polvilho (BRASIL, 1999). Conforme a legislagao brasileira
o BHT pode ser empregado em biscoitos sem recheio e sem cobertura no limite
maximo de 100 mg/kg de gordura (BRASIL, 1999).

Nao foram encontradas referéncias para o teor de antioxidante natural
empregado em biscoitos de polvilho, a literatura versa que a prépolis e seu
coproduto ja foram empregados em produtos carneos submetidos ao congelamento,
resfriamento e sob temperatura ambiente (REIS et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017;
BIANCHIN et al., 2017), com teores de antioxidante que variavam entre 100 e 500
mg Kg' de amostra do alimento. As quantidades de antioxidante empregado nos
biscoitos de polvilho, foram definidas aleatoriamente, sendo a quantidade de LFCP
superior a quantidade de MECP.

O preparo da massa base foi iniciado pelo processo de escaldamento, desta
forma, a mistura de polvilho com o sal foi escaldada por uma mistura de 6leo e agua
em ponto de fervura (aproximadamente de 100 °C) e homogeneizado por 3 a 5 min.
Em seguida, lentamente, foi adicionada ao polvilho escaldado uma mistura
previamente homogeneizada de leite e ovo em temperatura ambiente, obtendo-se
uma massa lisa e homogénea, por fim, foi adicionado o antioxidante de acordo com
a Tabela 5.

A massa de cada formulagédo foi preparada separadamente, moldada com
manga de confeitaria no formato cilindrico em formas de aluminio. No momento de
levar a cocgao os biscoitos foram borrifados com agua quente na temperatura de 98

°C e assados em forno elétrico (Fischer Fit-Line, Brusque, Brasil) com aquecimento
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inferior e superior programado em 180 °C por um tempo de 10 - 13 min. Apos essa
etapa, os biscoitos foram resfriados em temperatura ambiente, embalados em
embalagens comerciais simples de plastico transparente e armazenados em salas
com temperatura ambiente e iluminagdo natural para o dia e a noite de

aproximadamente 12 horas cada.

4.2.10 Avaliagao da oxidacéo lipidica em biscoitos de polvilho

4.2.10.1 Teor de Substancias Reativas ao Acido 2-tiobarbitdrico (TBARS)

Anadlise da oxidacao lipidica das formulagcbes de biscoito de polvilho foi
realizada com base no teor de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
com adaptagdes ao método proposto por Vyncke (1970). Para extragao de aldeidos
das amostras de biscoito foi preparada uma solugdo de &cido tricloroacético (TCA)
7,5 % (ml/v), contendo 0,1 % (m/v) de propil galato e 0,1 % (m/v) de EDTA,
responsaveis por evitar agdo de interferentes pré oxidagao.

Aliquotas de 2,5 gramas de cada formulagdo de biscoito foram previamente
moidas e dissolvidas em 25 mL de TCA em tubos Falcon de 50,0 mL, sendo
vigorosamente agitado por 1 min., em agitador de tubos tipo vortex. Em seguida a
amostra foi filtrada, e 4 mL do filtrado foram colocados em tubo com tampa
rosqueavel com 1 mL de TCA 7,5% e 5 mL de TBA 0,02 mol L™'. Os tubos com as
amostras foram homogeneizados e colocados em banho-maria (95 °C) por 40
minutos. Decorrido o tempo de incubacgao, os tubos foram resfriados em banho de
gelo e absorbancia das amostras e das solugdes de branco (5 mL de TBA e 5 mL de
TCA) foram lidas a 538 nm em espectrofotémetro UV/VIS (UV/VIS 5300PC, Shangai,
China).

Para determinagcdo do malonaldeido (MDA) produzido durante a reagéo, uma
curva de calibragdo com o padrdo 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) foi construida
em concentracdo variando de 0,0 mols a 4,50.10® mols. Os resultados foram

calculados pela equacéo de reta e expressos em mg de MDA Kg™' de amostra.
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4.2.10.2 Extracao de lipidios e determinagcdo da composi¢cao de acidos graxos por

cromatografia gasosa.

Primeiramente, amostras de biscoito de polvilho foram submetidas ao
processo de extragao lipidica pelo método Bligh; Dyer (1959) com algumas
adaptacdes. Para extracao, 5,0 g de amostra de biscoito triturado e homogeneizado
foram inicialmente solubilizadas com agua destilada e em seguida foi adicionado
cloroféormio e metanol, respectivamente, na razdo de 0,8:1:2 e submetidas a
agitagao em agitador magnético. Apds 25 minutos de agitagdo foram adicionados
novamente 10,0 mL de cloroférmio e sulfato de sédio 1,5% (m/v), e agitados por
mais 5 minutos. A amostra foi filtrada e a fase orgéanica separada em funil de
separacao, o solvente evaporado em estufa a 105 °C por 45 minutos.

O teor de lipideos total (%) da amostra foi determinado conforme Equagéo 2.

Teor de Lipideos (%) = [(Mcadinho+lipideos — Mcadinho) | Mamostra] x 100 Equagao (2)

Onde M: massa em gramas

4.2.10.3 Determinagdo dos acidos graxos por cromatografia gasosa.

ApOs extracao lipidica os ésteres metilicos dos acidos graxos provenientes
das distintas formulagdes de biscoitos de polvilho foram preparados com base em
Hartman; Lago (1973) e IAL, (2008). Os ésteres foram analisados por cromatografia
gasosa (Cromatografo Agilent, EUA) detectados em ionizador de chama (DIC) e
separados em coluna capilar de silica fundida (DB-Wax — Agilent) (30 m x 0,25 mm
X 0,15 pm). A temperatura inicial do forno foi de 50 °C (2 min.) e o sistema
cromatografico foi programado com uma rampa de aquecimento de 3 °C.min™ até
atingir 250 °C. A temperatura de injegdo da amostra foi de 250 °C e a do detector
programada para 300 °C, sendo o tempo de andlise de 68,67 min., sob 6,51 psi de
pressdo na coluna. O hidrogénio foi usado como gas de arraste sob fluxo de 40
cm.s™. O volume de inje¢cdo da amostra foi de 1 pyL (modo split-50:1) e através de

injecao automatica. A identificagcao dos acidos graxos foi realizada comparando-se o
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tempo de retencéo dos ésteres metilicos de acidos graxos das amostras em relagéo
a mistura de padrdes certificados de ésteres metilicos de acidos graxos com cadeia
carbbnica de 4 a 24 carbonos (Sigma-Aldrich, cdd. 18919 - F.A.M.E. Mix, C4-C24).
Os acidos graxos foram quantificados pelo método de normalizagdo com area
corrigida, os resultados em gramas de &cido graxos para cada 100 gramas de
amostra de biscoito resultam do produto do percentual em massa de cada éster
metilico (método da normalizagao), do teor de lipidios da amostra (%) e do fator
correspondente a contribuicdo majoritaria de triacilglicer6is na composigdo dos
acidos graxos em amostras de oleo vegetal (VISENTAINER;FRANCO, 2006;
VISENTAINER, 2012; AUED-PIMENTEL; ZENEBON, 2009; AUED-PIMENTEL et al.,
2010).

Massa Ac. Graxo (g) / 100 g biscoito=FCT x % em massa E.M.A.G x LT (decimal)
Equacéo (3)

Onde:

Fcr: fator de converséao para 6leos vegetais (0,956);
LT: valor decimal do teor de lipidios da amostra.

4.2.11 Analise estatistica

O software STATISTICA 8.0 foi utilizado para aplicagdo dos testes
estatisticos. Os dados obtidos foram avaliados quanto a verificagdo dos
pressupostos, e entdo foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05). A
normalidade e homogeneidade das variancias foram avaliadas, sendo os resultados
submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparagao
entre as médias (comparagao entre formulagdes para cada dia e comparagao entre

dias para cada formulagao).



57

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Eficiéncia do processo de microencapsulagéo

O extrato do coproduto da prépolis microencapsulado foi submetido a analise
de eficiéncia da encapsulacao calculado em funcao do teor de compostos fendlicos
totais presente na superficie das microcapsulas e totalmente encapsulados, que
foram de 25,65 + 0,27 e 69,28 + 0,33 mg EAG g, respectivamente, resultando
numa eficiéncia de 62,97%. Esse valor de eficiéncia do processo de
microencapsulagao foi inferior ao resultado obtido por Reis et al. (2017) em extratos
microencapsulados por spray dryer em coprodutos de vinho, estudo no qual também
foi empregado o Capsul® como agente encapsulante, porém com eficiéncia de
76,86%.

Em processo de secagem realizado por Andrade et al. (2018) verifica-se que
eficiéncia da encapsulacao de amostras de propolis, revestidas com maltodextrina e
goma arabica, variaram entre 70,38 e 79,84 %, valores mais proximos aos obtidos
por Reis et al. (2017), e também superior ao processo de obten¢do do MECP.

Jansen-Alves et al. (2019) em processo de encapsulacdo de extratos de
propolis nas concentracdes de 1; 2,5 e 5,0%, tendo com material de revestimento
proteina de ervilha nas concentracbes de 2; 4 e 6%, constatou para as nove
formulagdes elaboradas, eficiéncia de encapsulagédo entre 49,4 e 97,0%, sendo o
comportamento de aumento da eficiéncia sempre no sentido do aumento da
concentracao de propolis e de encapsulante.

Silva et al. (2014) em estudos no qual realizou a combinagdo de amido
modificado (Capsul™) com maltodextrina, valendo-se de dois modos de
homogeneizacdo da emulsdo, sendo um somente com Ultra-Turrax e outro com
Ultra Turrax com pressurizador, obteve na encapsulagédo de 6leo de café em spray
dryer, eficiéncias de 87,6 e 98,9%, respectivamente. Estes valores s&o superiores
aos verificados em Reis et al. (2017), Andrade et al. (2018) bem como no presente
estudo.

As caracteristicas quimicas do material podem influenciar as interagcbes deste
com material de nucleo, favorecendo a encapsulagéo resultando em processos mais

eficientes (JANSEN-ALVES et al.,, 2018). Referente a temperatura, o emprego de
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temperaturas muito elevadas de desidratagdo torna os compostos suscetiveis a
degradagdo, uma vez que o material microencapsulado obtido € menos denso e com
maior superficie de contato com as paredes do equipamento (ANDRADE et al.,
2018).

Através dos trabalhos realizados por Rocha et al. (2012), Silva et al. (2014),
Andrade et al. (2018), Jansen-Alves et al. (2018) e Jansen-Alves et al. (2019) é
possivel suscitar que teor de material a ser revestido, as propriedades quimicas do
material envoltério, combinagdo de um ou mais agentes de revestimento, modo
preparo e dispersdo da emulsdo (nucleo/encapsulante) e temperatura de secagem
sao alguns dos fatores que interferem na eficiéncia da encapsulacdo de processos
de secagem em revestimento por atomizag&o em spray dryer.

Considerando os percentuais referente aos estudos comparativos, considera-
se a eficiéncia na obtengdo do MECP relevante e satisfatoria. Os estudos
referenciados nao estabelecem critério especifico acerca das eficiéncias obtidas,
tampouco estabelecem percentuais minimos que definem niveis de eficiéncia.

Considera-se que a eficiéncia € um fator importante na avaliagédo das
propriedades dos materiais encapsulados, uma vez que o processo de revestimento
e manutencao dos compostos de fendlicos do coproduto da prépolis pode favorecer

seu proposito como antioxidante.

5.2 Morfologia e atividade antioxidante do (MECP)

As microcapsulas de coproduto de proépolis obtidas do processo de
microencapsulagao foram analisadas quanto seu aspecto morfologico através da
microscopia eletrénica de varredura. A analise demonstrou que as microcapsulas
apresentaram formato cilindrico com poucas depressées em sua estrutura, como
pode ser observado nas Figuras 12 e 13. Analise de atividade de agua das amostras
foi semelhante as observadas por Reis et al. (2017), com valor médio de Aw de
0,402. Esse resultado se aproxima dos valores citados em estudos de analise de
material microencapsulado (ANDRADE et al.,, 2018, JANSEN-ALVES et al., 2019,

ROCHA et al., 2012) e representa produto com menor suscetibilidade a degradacao.
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UTFPR 2019/02/26 10:04H D61 100 um

Figura 8 - Microestrutura MECP (Ampliacao: 800X)
Fonte: Autoria propria (2021)

UTFPR 2019/02/26 10:19H D61 100 um

Figura 9 - Recorte Microestrutura MECP (Ampliagao: 1000X)
Fonte: Autoria propria (2021)
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Assim como observado nos trabalhos realizados por Reis et al. (2017), nota-
se que a microcapsulas do MECP apresentam aspecto liso uniforme nas superficies
das microcapsulas. De acordo com Silva et al. (2013), o aspecto esférico das
microcapsulas contribui para fluidez de materiais microencapsulados. A auséncia de
fissuras, depressdes e rugosidades nas superficies de materiais microencapsulados
contribui para que o material revestido esteja protegido evitando exposicdo e
degradagado do material encapsulado (JANSEN-ALVES et al., 2019; ROCHA et al.,
2012).

Micrografias dos extratos de prépolis microencapsulado com maltodextrina e
goma arabica desenvolvidas por Andrade et al. (2018) em spray dryer demonstram
aspecto semelhante as observadas neste trabalho, sendo notado aglomeragdes de
particulas menores ao redor de microparticulas de maior tamanho. Andrade et al.,
(2018), menciona que essa conformacdo de aglomeragdo € caracteristica de
processos de atomizagdo por spray drying.

Anadlise da morfologia das microparticulas do MECP demonstram que
processo de microencapsulacdo e os parametros empregados foram bem-
sucedidos, estando o material de interesse revestido e protegido de modo conservar

suas propriedades.

5.3. Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos LFCP e MECP

Amostras de extratos liofilizados (LFCP) e microencapsulado (MECP) do
coproduto da propolis foram submetidas as analises dos teores de compostos
fendlicos toais (Folin-Ciocalteau) e atividade antioxidante pelos métodos ABTS,

DPPH e FRAP, os resultados das analises s&o apresentados na Tabela 10 a seguir.

Tabela 10 - Compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos LFCP e MECP.

LFCP MECP
Fendlicos Totais (mg EAG/g) 199,78 +0,28 69,28 +0,33
ABTS 5041,81 £25,79 485,92 +3,01
(Mmol Trolox/g)
DPPH 496,28 +3,83 47,02 £0,42
FRAP (umol Fe?*/g) 3796,28 +13,59 386,69 +2,31

Fonte: Autoria propria (2021).
Onde: LFCP: Extrato liofilizado do coproduto de prépolis; MECP: Extrato microencapsulado do
coproduto de propolis; EAG: Equivalente em acido galico.



61

O teor de fendlicos totais dos extratos LFCP e MECP foram de 199,78 +0,28 e
69,28 +0,33 mg EAG g de amostra, respectivamente. O extrato LFCP apresentou
atividade antioxidante pelo sequestro de radical ABTS de 5041,81 £0,28 umols de
Trolox g”' de amostra, enquanto que para o extrato MECP foi de 485,92 +0,33 pmols
de Trolox g de amostra.

Os valores de atividade antioxidante pelo método DPPH para MECP foram
consideravelmente menores que os registrados para LFCP, sendo, respectivamente,
47,02 #0,42 e 496,28 3,83 umol de Trolox g' de amostra. O mesmo
comportamento foi verificado na atividade antioxidante pelo método FRAP, com
valores de 386,69 + 2,31 umol de Fe?" g’ de amostra para o MECP e 3796,28
+13,59 umol de Fe?* g”' de amostra para LFCP.

E valido salientar que o objetivo do processo de microencapsulagao se refere a
protecao dos compostos fendlicos pelo revestimento, diminuindo sua suscetibilidade,
nao se trata de concentrar ou aumentar os teores de compostos fendlicos do extrato
submetido ao processo de encapsulagdo, ja o coproduto da proépolis liofilizado
resulta de processo que concentra compostos fendlicos fazendo que seu conteudo
fendlico seja maior e, naturalmente, apresente valores superiores de atividade
antioxidante.

De Francisco et al. (2018) comparou a atividade biolégica da propolis bruta ao
material residual remanescente do processo da extragao laboratorial dessa propolis.
Nesse estudo, o teor de compostos fendlicos totais das amostras foram de 100,7 e
97,83 mg EAG/g em base seca, respectivamente, valores um pouco superiores ao
extrato MECP, no entanto, inferiores ao extrato LFCP.

Cottica et al. (2011) menciona que seus extratos de prépolis, com teor de
compostos fendlicos variando de 48 a 87 mg GAE g preparados nas
concentracbes massicas (5 a 30 % - m/m) e concentragdo de solvente variavel
(etanol, 60 a 96% v/v), posteriormente secas em spray dryer, estavam dentro da
faixa de teor de compostos fendlicos estabelecido por Kumazawa et al. (2004).

Kumazawa et al. (2004) cita que amostras de propolis em geral apresentam
teor de compostos fendlicos entre 31 e 299 mg EAG g' de amostra, esse
entendimento que pode ser estendido aos extratos LFCP e MECP, que se

enquadram na faixa de valores definidas por Kumazawa et al. (2004).
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Amostras de propolis analisadas por Andrade et al. (2017) apresentaram
conteudo fendlico total de 90,55 (verde) 55,74 (marrom) e 91,32 (vermelha) mg EAG
g' de amostra, essas mesmas amostras encapsuladas (Andrade et al, 2018) néo
superaram 48,38 mg EAG g de amostra, teores de compostos fendlicos proximos
aos obtidos com os extratos LFCP e MECP.

Nota-se que o resultado da atividade antioxidante para analise por DPPH é
menor em relagdo ao método ABTS (Tabela 10), comportamento semelhante aos
resultados obtidos por Tiveron et al. (2016) para ABTS e DPPH (Tabela 3).

Tiveron et al. (2016) considera que o maior potencial antioxidante observado
para o método ABTS pode estar associado a solubilidade do ABTS, uma vez que
esse radical tem por caracteristica apresentar solubilidade em solventes organicos e
em agua, desta forma, o radical estaria suscetivel a acdo dos compostos
antioxidantes com caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas. Ainda, Cottica et al. (2011),
com base no teor de prépolis e do solvente, infere que a concentragcdo de propolis
do extrato e teor de agua do solvente etandlico interferem nos resultados do teor de
compostos fendlicos e da atividade antioxidante.

Os resultados obtidos por Calegari et al. (2017) e os demais estudos
apresentados no referencial bibliografico (Tabela 3) permitem inferir como o
resultado da analise da atividade antioxidante de prépolis podem variar devido a
fatores como a localidade, espécies vegetais e de abelhas, periodo do ano, podendo
acrescentar aspectos ligados aos processos quimicos analiticos de obtengdo dos
extratos e metodologias de analise e, em tempo, pela aplicagdo de processos de

revestimento e conservagéao.

5.4 Identificacdo de compostos fendlicos (HPLC-ESI-MS)

Além do potencial antioxidante e quantificacao total dos compostos fendlicos,
avaliamos também a identificacdo e quantificacdo do perfil fendlico presente nos
extratos MECP e LFCP por cromatografia liquida acoplada ao espectrébmetro de
massas. A metodologia empregada permitiu identificagdo de dois compostos
fendlicos no extrato LFCP, acido siringico e o &cido p-cumarico, nas concentragdes
de 427,03 ug g' e 454,98 ug g' de amostra, respectivamente. Enquanto que no

MECP foi possivel identificar a presenca de pirocatecol na concentragéo de 32,5 ug
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g’ de amostra (Tabela 11). Cabe ressaltar que o coproduto de extracdo comercial
de prépolis ainda é pouco estudado, o que dificulta uma comparagdo com estudos

prévios.

Tabela 11 - Compostos fendlicos identificados por HPLC-MS em amostras de LFCP e MECP

Tempo de retengao (min.) Concentragio [ug g”' amostra]
Compostos

LFCP MECP LFCP MECP
Pirocatecol - 5,009 <LD 32,5
Acido cafeico - - <LD <LD
Acido siringico 6,498 427,03 <LD
Mangiferina - 6,668 <LD <LD
Acido p-cumarico 6,667 454,98 <LD
Kaempferol 8,472 8,487 <LD <LD
Flavona - - <LD <LD

Fonte: Autoria propria (2021).
Onde: LD: limite de detecgao.

Dentre os estudos com coproduto da proépolis, Reis et al. (2017), avaliaram o
extrato etandlico microencapsulado de coproduto de prépolis da regido Sul do Brasil
e verificaram a presenca de seis compostos fendlicos, dentre os quais, o acido p-
cumarico, presente também no extrato LFCP na concentracdo de 635,6 ug g de
amostra. Amostras de propolis organicas provenientes da regido sul do Brasil,
analisadas por Tiveron et al. (2016), foram identificados trés acidos fendlicos (acido
galico, acido cafeico e acido p-cumarico), sendo que o acido p-cumarico estava
presente em concentracdes que variavam de 11635 a 883 ug mL™, concentracdes
superiores as detectadas no extrato LFCP.

Oldoni et al. (2015) encontraram 370,5 ug de p-cumarico por g de amostra em
extratos de propolis bruta coletada na mesma regido de origem do coproduto da
propolis empregado neste trabalho. Amostras de coproduto de propolis analisadas
neste trabalho e na pesquisa de Reis et al. (2017), assim como amostras de propolis
estudadas por Oldoni et al. (2015) em proépolis bruta sdo provenientes de propolis
coletadas em regides muito proximas no estado do Parana, regiao sul do Brasil, que
permite suscitar semelhangas na composi¢ao quimica destas.

Além dos compostos ja mencionados, Tiveron et al. (2016) também
identificaram nas amostras a presenca de acido cafeico, pinocembrina e o Artepelin

C. O Artepelin C, composto associado a elevada atividade antioxidante foi
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encontrado em altas concentracées (22303 ug mL™"). Para Tiveron et al. (2016) as
grandes variedades de espécies vegetais da regido sul do Brasil contribuem para
uma maior variedade de resinas produzidas, consequentemente resultando numa
composicao fendlica diversa.

Embora extratos de proépolis analisados por Oldoni et al., (2015) tenham
demonstrado baixos teores de flavonoides, considera-se que a atividade
antioxidante resulta de compostos fendlicos nao identificados, neste sentido, Reis et
al. (2017), considera positivo o uso da prépolis revestida em alimentos.

Andrade et al. (2017) e Andrade et al. (2018), inferem que ha uma relagao
entre os compostos fendlicos identificados e mensurados em amostras de extratos
propolis e extratos de propolis microencapsulados, dentre os quais, acidos fendlicos
(acido cumarico, Artepilin C, acido protocatecuico, acido cafeico, acido vanilico,
acido clorogénico, vanilina, acido trans-isoferulico, acido galico e éster fenilico do
acido cafeico) e flavondides (pinocembrina, kaempferol, rutina, biocanina A,
acacetina, isorhamnetina, quercetina-3-glucosideo, crisina, naringenina,
epicatequina, luteolina e (+) - catequina).

O avancgo na identificacdo dos compostos fendlicos presentes na prépolis tem
sido associada a estudos das espécies vegetais responsaveis por suas
caracteristicas quimicas, uma vez que inumeras sao as fontes vegetais de
exsudados resinosos que compdem a propolis, aspecto que dificulta estabelecer
uma identidade quimica (composto) especifica, além dos efeitos associados aos
diferentes métodos de extragdo e determinacdo dos compostos presentes na
propolis e em suas fontes vegetais (BANKOVA et al., 2018).

Considera-se que resultados de estudos ja realizados para identificagcdo de
compostos fendlicos permitem inferir que o resultado para coproduto da prépolis
analisada neste trabalho é positivo, que outros compostos fendlicos nao
identificados podem estar presentes, ensejando aperfeicoamento da metodologia de
preparo dos extratos e da técnica cromatografica no intuito de melhorar a

identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos.
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5.5 Avaliacao da oxidacao lipidica dos biscoitos de polvilho

5.5.1 Andlise da substancia reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Alimentos elaborados com 6leos e gorduras estdo sujeitos ao processo de
oxidagao lipidica, com a finalidade de verificar e acompanhar ocorréncia deste
processo, um dos métodos adotados neste trabalho considerou a andlise das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBRAS) com base na concentracdo de
malonaldeido (MDA).

O periodo de observacao das amostras de biscoito foi de 45 dias, as analises
foram realizadas nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias, em amostras mantidas sob
temperatura ambiente, entre 20 e 25 °C. Os resultados das analises de TBARS para

F1, F2, F3 e F4 s&o apresentados na Tabela 12 e Figura 10.

Tabela 12 — Valores médios de TBARS em biscoitos de polvilho armazenados em temperatura
ambiente (23 * 3°C) por 45 dias

TBARS - mg de malonaldeido Kg' de biscoito

Tratamento Periodo de Armazenamento (dias)
0 15 30 45
F1 11,20 +1,65%A 8,95+0,34 28 7,28+0,26°8¢ 6,11+0,202BC
F2 12,3240,3124 8,89+0,9128B 9,01+1,313>B 6,01+1,042C
F3 12,87+0,08 24 8,68+0,89 2B 9,30+0,732"8 6,58+0,84%C
F4 11,8940,52 24 7,563+1,91 /8 9,61+0,8028 6,64+0,9928

Fonte: Autoria prépria (2021)
F1: controle (isenta de antioxidante); F2: biscoitos com antioxidante artificial (BHT); F3: biscoitos com
extrato microencapsulado de coproduto da propolis (MECP) e F4: biscoitos com extrato liofilizado do
coproduto da prépolis (LFCP). Letras minusculas diferente na mesma coluna representam diferencgas
significativas (p<0,05) pelo teste Tukey para as diferentes formulagées no mesmo tempo de analise.
Letras mailsculas diferentes na mesma linha representam diferengas significativas (p<0,05) pelo
teste Tukey para a mesma formulagao nos diferentes periodos tempos de analise.

Os valores médios de TBARS observados nos biscoitos de polvilho durante
periodo de andlise variaram de 6,01 mg a 12,87 mg de malonaldeido Kg' de
biscoito, sendo que valores superiores a 11 mg de malonaldeido Kg™' de biscoito
foram percebidos apenas em T=0. Mesmo nao havendo diferencas estatisticas
significativas entre as diferentes formulagdes, nota-se uma pequena diminuigcdo no
teor de malonaldeido em todas as formulagdes, sugerindo a redugao do processo de

oxidacao lipidica com o decorrer do tempo.
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Figura 10 - Teor de malonaldeido (MDA) em diferentes formulagoes de biscoitos de polvilho

durante armazenamento a temperatura ambiente.
Fonte: Autoria propria (2021).
Onde: F1: amostra de biscoitos controle (isenta de antioxidante); F2: amostra de biscoitos com
antioxidante artificial (BHT); F3: amostra de biscoitos com extrato microencapsulado de coproduto da
propolis (MECP); F4: amostra de biscoitos com extrato liofilizado do coproduto da prépolis (LFCP);
NS: néo ha diferencas estatisticas (p>0,05) pelo teste Tukey entre as formulagbes (F1, F2, F3 e F4)
nos respectivo tempo de armazenamento; Letras minusculas diferentes sob a coluna da formulagéo
representa diferengas estatisticas (p<0,05) pelo teste Tukey para a formulagdo no decorrer do tempo
de armazenamento.

A formulagdo de biscoito contendo o extrato MECP (F3) teve redugéao
significativa no teor de MDA ao final de 45 dias de armazenamento com uma
reducao de 48,88% no teor de MDA. Decorrido os 45 dias de armazenamento, os
biscoitos contendo o extrato LFCP (F4) apresentaram 44,15% de redugéao do teor de
MDA em relacdo ao valor inicial de MDA. Entretanto, no periodo de 15 dias de
observacao as variagcdes de MDA néao foram significativas.

Os percentuais de reducao do teor de MDA inferem que amostras de biscoitos
contendo o BHT (F2) e o extrato MECP (F3) atuaram com maior significancia e
foram as formulagbes mais efetivas na reducdo dos teores de MDA,
desempenhando melhor efeito na inibicdo da oxidagdo lipidica. Apesar da presenga
de antioxidante natural o extrato LFCP, a amostra F4 demonstrou uma redugdo no
teor de MDA abaixo do observado em F1 (isenta).

Nota-se que MECP (F3) demonstrou ser mais eficiente que LFCP (F4) na
inibicdo da oxidagao lipidica, também, era esperado que na analise dos efeitos da
aplicagdo de antioxidante nos biscoitos de polvilho demonstrasse diferengas

significativas quanto ao teor de MDA entre amostras controle e aquelas nas quais
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foram aplicados os antioxidantes. Vargas et al. (2019) em estudos de oxidagéo
lipidica acelerado de 6leo de canola tratado com extratos de folha pitanga, também
constatou que efeito da aplicacdo de seus extratos resultou em valores de TBARS
proximos aos observados em amostras com BHT.

Embora valores de MDA para amostras com BHT (F2) e MECP (F3) sejam
similares, os efeitos adversos a saude associados ao emprego de BHT em alimentos
e o fato deste ter sido banido em alguns paises, tais aspectos justificam o emprego
dos antioxidantes naturais do coproduto da propolis LFCP e MECP.

Suscetibilidade dos compostos antioxidantes em F4, suscita que as ac¢des
dos compostos antioxidantes podem ter sido parcialmente comprometidas em face
da coccao. Neste sentido, a reducao percentual dos teores de MDA observada para
F3 sugere que o revestimento por microencapsulagao contribui na manutengéo de
compostos com agao antioxidante sendo seu efeito na reducao do teor de MDA
superior ao observado em F2 e F1, e proximo aos observado em F2.

De modo geral, trabalhos de revisdo que versam acerca da aplicacdo da
andlise de TBARS em diferentes amostras de alimentos contendo lipideos
(PAPASTERGIADIS et al., 2012), tratam em sua grande maioria de estudos em
produtos cérneos (REIS et al., 2017; ALMEIDA et al., 2017; BIANCHIN et al., 2017).
Em menor evidéncia, é possivel encontrar estudos de oxidacao lipidica em cookies e
biscoitos (BIALEK et al., 2015; BAJAJ et al., 2016). Bajaj et al. (2016) menciona que
nao ha parametros que definam o grau de oxidagao pelo método de TBARS para
produtos assados e, até o presente estudo nao foi encontrado nenhum trabalho que
remeta a resultados de analise de oxidacao lipidica por TBARS para biscoitos de
polvilho.

Osuna et al. (2018) analisaram formulagdes de paes que diferiam quanto ao
tipo de ¢6leo vegetal (canola e oliva) e quanto aos antioxidantes empregados (a-
tocoferol, acido ascérbico e BHT). Neste estudo os autores constataram que
independentemente do antioxidante empregado, as formulagdes feitas com d6leo de
canola apresentaram comportamento de diminuicdo nos valores de MDA, efeito
similar foi observado nos biscoitos de polvilho. Os autores verificaram que apds 6
dias de armazenamento houve uma diminuicdo de 8,5 para 5,1 mg de MDA kg™ de
amostra no p&o adicionado de BHT. Além disso, apds 6 dias de armazenamento, o
pao formulado com 6éleo de oliva sem adigcao de antioxidante apresentou indice de

11,75 mg de MDA kg' de amostra. Ainda que ndo se refira ao mesmo odleo
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empregado nas formulagbes de biscoito de polvilho do presente estudo, valores
registrados por Osuna et al. (2018) sdo proximos e até superiores aos teores de
malonaldeido observados nos biscoitos de polvilho.

Por outro lado, os valores obtidos no estudo dos biscoitos de polvilho foram
superiores quando comparados a valores de analise de TBARS para produtos
carneos constatados nos trabalhos realizados por Reis et al. (2017) e Carpes et al.
(2020).

Considerando observagdes feitas por Papastergiadis et al. (2012), também no
caso do estudo com biscoitos de polvilho, é possivel que o valor elevado para
espécies reativas ao acido 2-tiobarbiturico para método empregado na analise das
amostras sejam resultantes nao apenas do MDA produzido, mas de outros produtos
(aldeidos) provenientes da oxidagdo de acidos graxos polinsaurados e que estes
estejam associados a matriz alimentar e ao 6leo de canola empregado nos biscoitos
de polvilho.

Exceto pela hipétese de estudos ja realizados, mas ainda nao publicizados,
os valores observados de malonaldeido pelo métodos TBARS para biscoitos de
polvilho neste estudo s&o considerados inéditos e podem ser interpretados como
referéncia para um método simples e barato empregado na analise da oxidagao

lipidica de biscoitos de polvilho formulados com éleo de canola.

5.5.2 Analise dos acidos graxos por GC-FID

Amostras de biscoito de polvilho também foram submetidas a analise da
oxidacao lipidica por meio da determinagcdo dos acidos graxos por GC-FID. Para
determinagao dos acidos graxos os lipidios totais das amostras foram extraidos e os

seus valores percentuais sao apresentados na Tabela 13 e Figura 11.

Tabela 13 - Teor de lipidios totais extraidos dos biscoitos durante armazenamento
Periodo de Armazenamento (dias)

Formulagao de

Biscoito T1:0 T2: 15 T3: 30 T4: 45
F1 12,60 +0,43 13,98 +0,63 14,55 +0,94 14,18 +1,56
F2 12,73 0,21 14,32 +1,14 14,15 +0,50 14,68 +0,81
F3 12,43 +0,43 14,77 +0,40 15,60 +0,38 14,82 +0,37
F4 11,99 +0,62 14,08 0,55 14,67 +0,62 14,08 +0,56

Fonte: Autoria propria (2021).
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Figura 11 — Variacao do % de lipidios para F1, F2, F3 e F4 durante o armazenamento.
Fonte: Autoria prépria (2021).
Onde: NS: ndo ha diferencas estatisticas (p>0,05) pelo teste Tukey entre as formulagdes (F1, F2, F3
e F4) nos respectivo tempo de armazenamento; Letras minusculas diferentes sob a coluna da
formulagao representa diferengas estatisticas (p<0,05) pelo teste Tukey para a formulagdo no
decorrer do tempo de armazenamento.

Na Figura 11, é possivel constatar que n&do ha diferencas significativas no
percentual de lipidios extraidos das diferentes formulagbes com o decorrer do
tempo.

Os acidos graxos presentes nos lipidios extraidos das amostras de biscoitos
de polvilho (F1, F2, F3 e F4), foram submetidos ao processo de esterificagcao e,
posteriormente, determinados por GC-FID. Andlise por cromatografia gasosa
permitiu identificar e quantificar os seguintes acidos graxos: acido palmitico
(C16:0), acido estearico (C18:0), acido oleico (C18:1n-9), acido linolelaidico
(C18:2), acido linoleico (C18:2n-6) e &acido a-linolénico (C18:3n-3). Os
cromatogramas para as diferentes formulagdes em 0, 15, 30 e 45 dias séo
apresentados no Apéndice B.

De acordo com Instru¢do Normativa N° 49, de 22 de dezembro de 2006,
regulamento que estabelece as caracteristicas de identidade e qualidade dos 6leos
vegetais refinados (BRASIL, 2006), para o 6leo de canola os teores dos acidos
graxos C16:0; C18:0; C18:1n-9; C18:2n-6; e C18:3n-3, pode variar respectivamente
de acordo com os seguintes percentuais 2,5 a 7,0 %; 0,8 a 3,0 %; 51 a 70 %; 15 a
30 %, e 5a 14 %.

Oleo de canola foi analisado por Santos et al. (2020), o estudo analisou

amostras de canola que foram submetidas a processos de extragdo por prensagem
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(5 variagbes de tempo e pressado) e pelo método Bligh & Dyer (1959), sendo
identificados por GC-FID os seguintes acidos graxos: palmitico, palmitoleico
(C16:1n-7), estearico, oleico, vacénico (C18:1n-7), linoleico, alfa-linolénico e
araquidénico (C20:0). Os teores aproximados de acidos graxos foi de 6,02 a
12,07% para acidos graxos saturados, ja os acidos graxos monoinsaturados
registraram teores na faixa de 66,92 a 70,45% e, os acidos graxos poli-insaturados
tiveram concentragéao entre 20,57 e 24,09%.

Porto et al. (2016), analisou o comportamento dos acidos graxos por GC-FID
de Oleos vegetais, dentre eles o 6leo de canola, quando submetidos ao
aquecimento e reuso nas temperaturas de 180 e 240 °C, respectivamente. Em
seus estudos foram identificados na amostra de 6leo de canola os acidos graxos
saturados: palmitico (C:16) e estearico (C:18), e os acidos graxos insaturados:
acidos oleico (C:18-1), linoleico (C18:2) e o linolénico (C18:3). Os percentuais
aproximados de acidos graxos saturados e de acidos graxos insaturados da
amostra de oleo de canola foram de 6,8% e 83,6%, respectivamente, nao
apresentando variagdo significativa que caracteriza-se a degradacdo do dleo
(PORTO et al., 2016).
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Na figura 12 é apresentada a variagdo das concentragdes (g/100g de amostra) dos acidos graxos quantificados em cada

amostra no decorrer do tempo.
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Figura 12 - Acidos Graxos identificados em F1, F2, F3 e F4 durante armazenamento

Fonte: Autoria Prépria (2021).

Onde: NS: ndo ha diferengas estatisticas (p>0,05) pelo teste Tukey entre as formulagdes (F1, F2, F3 e F4) nos respectivos tempos de armazenamento;
Letras maiusculas diferentes sob a coluna da formulagéo representa diferencgas estatisticas (p<0,05) pelo teste Tukey entre as formulagdes (F1, F2, F3 e F4)
nos respectivo tempo de armazenamento; Letras minusculas diferentes sob a coluna da formulagéo representa diferengas estatisticas (p<0,05) pelo teste
Tukey para a formulagdo no decorrer do tempo de armazenamento.
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De acordo com a Figura 12, durante o periodo de armazenamento, os teores
dos &acidos oleico, linolelaidico, linoleico e linolénico ndo apresentaram variagdes
significativas entre as diferentes formulagdes. Os acidos graxos palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0) demonstram uma variagédo mais pronunciada em T:0 e T:1, com
destaque para variagao observada para C16:0 em F2. Em T:3 e T:4 as formulagdes
demonstram constancia no teor dos acidos graxos saturados C16:0 e C18:0.

Entre 0 e 30 dias de armazenamento, observa-se que todas as formulagcdes
apresentam um ligeiro acréscimo nas concentragdes dos acidos oleico, linolelaidico,
linoleico e linolénico, decorridos 45 dias esses teores ndo apresentam mais o sutil
aumento observado entre 0 e 30 dias. No periodo de 0 a 30 dias de
armazenamento, a variagdo nos teores destes acidos graxos € mais proeminente
para amostra F3 (MECP) que, apods 15 dias de armazenamento, passa a apresentar
os maiores teores dos acidos oleico, linolelaidico, linoleico e linolénico entre as
quatro formulagdes.

Além da composicdo dos acidos graxos, estudos com lipidios costumam
expressar as relagdes entre os teores de acidos graxos saturados (AGS), acidos
graxos monoinsaturados (AGMI) e acidos graxos poli-insaturados (AGPI). A relagéao
entres esses grupos de acidos graxos contribui para observagao da variagéo da
composicao lipidica (VARGAS et al., 2019; FLAKELAR et al., 2015; BOROSKI et al.,
2018; SANTOS et al. 2020; PORTO et al., 2016).

Na Figura 13, é apresentado o comportamento das fragbes dos acidos graxos
totais (Total), saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI),

bem como a relagao entre AGPI/AGS.
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Figura 13 - Acidos Graxos Totais, AGS, AGMI, AGPI e AGPI/AGS em F1, F2, F3 e F4 durante
armazenamento
Fonte: Autoria Prépria (2021).
Onde: NS: ndo ha diferencas estatisticas (p>0,05) pelo teste Tukey entre as formulagdes (F1, F2, F3
e F4) nos respectivo tempo de armazenamento; Letras mailsculas diferentes sob a coluna da
formulacao representa diferengas estatisticas (p<0,05) pelo teste Tukey entre as formulagées (F1, F2,
F3 e F4) nos respectivo tempo de armazenamento; Letras minusculas diferentes sob a coluna da
formulacdo representa diferencas estatisticas (p<0,05) pelo teste Tukey para a formulagdo para os
diferentes tempos de armazenamento.
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Nota-se que o teor de acidos graxos totais apresentam ligeiro acréscimo nos
tempos T=0 para T=15 dias para todas as formulagdes, entretanto, as variagbes nos
teores de &cidos graxos totais entre as formulagcdes ndo sado significativas em
nenhum dos tempos analisados.

Os dados referentes ao teor de AGS apresentados em B na Figura 13
corroboram com o comportamento observado em A e B da Figura 16 que remete
aos acidos graxos palmitico e estearico, ou seja, em 15 dias de armazenamento o
teor de C16:0 e C18:0 sdo maiores para a amostra F2.

Exceto aos 15 dias armazenamento, onde F2 apresenta a menor relagao
AGPI/AGS, essa relagédo (AGPI/AGS) é sempre maior para as amostras conforme
quantidade de antioxidante empregados (mg / g de gordura), ou seja, em 0, 30 e 45
dias de armazenamento a relagdo AGPI/AGS segue o seguinte comportamento F4 >
F3>F2>F1.

As observagbes tomadas em relagdo a composi¢cdo e comportamento das

fragdes dos acidos graxos dos biscoitos de polvilho suscita que o efeito esperado da
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aplicacdo dos antioxidantes naturais MECP e LFCP foi alcangada haja visto a

manutencao dos acidos graxos do 6leo empregado.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os extratos liofilizado (LFCP) e microencapsulado (MECP) demonstraram
altos teores de compostos fendlicos com atividade antioxidante interessante para ser
utilizados como aditivo em biscoitos de polvilho.

A anadlise dos compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado ao espectro de massas, permitiu identificar 3 compostos fendlicos
presentes nas amostras de LFCP e MECP.

O processo de microencapsulagao por spray drying demonstrou ser efetivo,
uma vez que a eficiéncia do processo esteve préoxima aos percentuais observados
na literatura. Além disso, o material empregado no revestimento do coproduto da
propolis mostrou ser um bom agente de revestimento, tendo as microcapsulas
apresentado caracteristicas morfolégicas semelhantes as alcangadas em
encapsulagéo de outros extratos vegetais.

Ainda que resultado obtidos para amostra controle (F1) sejam similares as
demais formulagdes (F2, F3 e F4), considera-se que as analises da substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foram realizadas com éxito, podendo os
resultados obtidos para analise servir de referéncia para alimentos com as mesmas
caracteristicas de composi¢éo dos biscoitos de polvilho.

A reducdo dos valores de MDA observados, infere efeito da agdo dos
antioxidantes empregados, LFCP e MECP, sendo que o avango deste estudo pode
se dar com a incorporacao de analises que permitam correlacionar os valores de
MDA a auséncia ou presencga de outros compostos resultantes da oxidagao lipidica.

A metodologia de analise da composi¢cdo dos acidos graxos realizada em
cromatografo gasoso com detector de ionizagdo em chama permitiu identificar os
principais acidos graxos provenientes do 6leo de canola empregado na elaboragéo
dos biscoitos. A analise dos acidos graxos durante periodo de armazenamento n&o
demonstrou alteragbes que pudessem caracterizar processo de oxidagao lipidica,
neste sentido, considera se positivo o efeito da aplicagao de antioxidante na inibicao
da oxidagao lipidica.

Os extratos LFCP e MECP demonstraram potencial de aplicagdo como
antioxidantes naturais em biscoito de polvilho devido aos efeitos benéficos na

inibicdo da oxidacgéao lipidica. Entretanto, outros estudos como a biodisponibilidade e
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manutencao dos compostos fendlicos e a aceitagcdo sensorial faz se necessario para

a viabilidade econdmica do produto alimenticio.
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9 APENDICES

APENDICE A - Dados referente as curvas de calibragdo e equagdes de reta para
calculo do MDA.

Dados referente as curvas de calibragdo e equacdes de reta para calculo do MDA.

Tempo qe Analise Eq de reta Coeficierjte de Equacao de calculo
(dias) Correlagio (R?) MDA

0 y = 97,528x + 0,0064 0,9932 x= (y-0,0064) / 97,528

15 y =91,831x + 0,0088 0,9997 x= (y-0,0088) / 91,831

30 y =86,491x + 0,0165 0,9957 x= (y-0,0165) / 86,491

45 y = 86,347x + 0,0055 0,9999 x= (y-0,0055) / 86,347

Fonte: Autoria propria (2021).
Y: absorbancia
X: mg de TMP
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Apéndice B — Cromatogramas GC-FID — F1, F2, F3 e F4
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