UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
COORDENACAO DE TECNOLOGIA E ENGENHARIA DE ALIMENTOS
CURSO SUPERIOR DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS
CAMPUS CAMPO MOURAO - PARANA

Solange Favaro Tosoni

Vanessa Carvalho Rodrigues

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ANTIOXIDANTES DE
PROPOLIS MICROENCAPSULADA COM DIFERENTES TIPOS DE MATERIAIS
ENCAPSULANTES

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

CAMPO MOURAO
2013



Solange Favaro Tosoni

Vanessa Carvalho Rodrigues

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ANTIOXIDANTES DE
PROPOLIS MICROENCAPSULADA COM DIFERENTES TIPOS DE MATERIAIS
ENCAPSULANTES

Trabalho de Conclusédo de Curso de
graduacdo, apresentado a disciplina de
Trabalho de Diplomacdo, do Curso
Superior de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Tecnolégica Federal do
ParanA - UTFPR, Campus Campo
Mourdo, como requisito para a obtencéo
do titulo de Tecndlogo.

Orientadora: Profé. Dra. Maria Josiane
Sereia

Orientador: Prof. Dr. Manuel Salvador
Vicente Plata Oviedo.

CAMPO MOURAO
2013



Solange Favaro Tosoni

Vanessa Carvalho Rodrigues

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS E ANTIOXIDANTES DE
PROPOLIS MICROENCAPSULADA COM DIFERENTES TIPOS DE MATERIAIS
ENCAPSULANTES

BANCA EXAMINADORA

7

Uefie (\wce («Q

Prof® Dra. Mér\ia Josiane

Prof° Dr. Manuel S. V. Plata Oviedo:

Akl —

Prof° Convidido:

Prof® Convidado:) \—
B

cadémica’Solange Favaro Tosoni

Académica Vahessa Carvﬁ’;o

Rodrigues

Visto do Coordenador dos Trabalhos deConclusédo de Curso

/ ~ 7 VProf. Dra. Adriana Droval

l/

Campo Mourao

2013



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter nos dado forca e coragem para realizarmos e concluirmos este

trabalho.

A nossa familia pelo apoio concedido.

Aos professores Dra. Maria Josiane Sereia e Dr. Manuel Salvador Vicente Plata
Oviedo pela orientacdo, ensinamentos, dedicacdo, amizade e pela oportunidade
para que este trabalho fosse realizado.

Aos participantes da banca pela participacéo, contribuicdes e sugestoes.

A Real mel pelo preparo do extrato alcodlico de propolis.



RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e atividade
antioxidante do extrato de prépolis microencapsulado por pulverizagdo com
dextrinas, maltodextrinas e goma arabica. As amostras foram avaliadas quanto a
umidade, atividade de agua, densidade aparente, higroscopicidade, eficiéncia da
encapsulagdo, solubilidade, estabilidade dos compostos fendlicos e flavonodides
durante o armazenamento e atividade antioxidante. A prépolis microencapsulada
com maltodextrina comum apresentou menor valor de higroscopicidade, maior
retencdo de compostos fendélicos na secagem e maior perda de compostos fenélicos
durante o tempo de armazenamento. A propolis microencapsulada com
maltodextrina acetilada apresentou menor teor de umidade, atividade de agua,
densidade, sofreu as menores perdas de compostos fendlicos e maior estabilidade
durante 60 dias de armazenamento. A microencapsulacdo do extrato de propolis
mostrou-se um método bastante efetivo na retencdo dos principios ativos da mesma.

Palavras — chave: Propolis. Microencapsulacdo. Analises fisico-quimicas. Atividade
antioxidante.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the physicochemical and antioxidant
activity of propolis extract microencapsulated by spray dextrins, maltodextrins and
gum arabic. The samples were evaluated for moisture, water activity, density,
hygroscopicity, encapsulation efficiency, solubility, stability of phenolic compounds
and flavonoids during storage and antioxidant activity. Propolis microencapsulated
with maltodextrin common value showed lower hygroscopicity, greater retention of
phenolic compounds and higher drying loss of phenolic compounds during the
storage time. Propolis microencapsulated with acetylated maltodextrin showed lower
moisture content, water activity, density, suffered the smallest losses of phenolics
and greater stability during 60 days of storage. Microencapsulation of propolis extract
proved to be a very effective method in the retention of the active ingredients in the
same.

Keywords: Propolis. Microencapsulation. Physicochemical analyzes. Antioxidant
activity.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da histéria, o homem aprendeu a utilizar os produtos naturais na
medicina. Um deles, utilizados durante séculos pela humanidade, € a propolis. Seu
emprego ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No antigo
Egito (1700 a.C.) era utilizada como um dos materiais para embalsamar os mortos.

Historicamente, a propolis é aplicada na medicina popular como produto
curativo e preventivo de enfermidades por apresentar diferentes propriedades,
dentre elas, destacam-se a antibacteriana, antifungica, antiviral, antiinflamatoria,
citostatica e imunoestimulante (MARCUCCI, 1996; PARK et al., 1998; SANTOS et
al., 2003; FUNARI; FERRO, 2006; SFORCIN, 2007). Alguns autores também
relatam que a propolis possui propriedades anticariogénicas, antioxidante, (PARK et
al.,, 1998; DUARTE et al., 2003) anticarcinogénica (SFORCIN, 2007), podendo
também ser aplicada em industrias farmacéutica e alimentar como um aditivo natural
(antioxidante e antimicrobiana) e sob a forma de ingrediente funcional (NORI et al.,
2011).

Diversos produtos contendo prépolis tém sido vendidos em todo o mundo,
principalmente no Japéo, tais como doces, chocolates, xampus, cremes para pele,
solucdes anti-sépticas e dentifricas (ACKERMANN, 1991). No entanto, a aplicacao
da prépolis em alimentos € ainda limitada por ser extraida em meio alcodlico e
apresentar sabor e aroma acentuados (NORI et al., 2011).

A microencapsulacédo pode ser uma alternativa para reduzir estes problemas
por se tratar de uma técnica muito utilizada na indastria farmacéutica para a
liberacdo modificada e estabilidade de formulacdes e disfarcar sabor desagradavel,
além de proteger os produtos contra fatores ambientais, aumentando a vida de
prateleira (GOUIN, 2004; FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008) e na
elaboracdo de sistemas nutracéuticos, através da incorporacdo de compostos
bioativos em sistemas alimentares (NORI et al., 2011).

Agentes encapsulantes podem ser utilizados como cobertura para as
microcapsulas, entre eles as gomas, hidrolisados de amidos, as celuloses, os
lipidios, os materiais inorganicos e as proteinas (BERNARDI, 2010). A escolha do
agente encapsulante depende de uma série de fatores, entre eles a néo reatividade

com o material a ser encapsulado, o processo utilizado para a formacéo da



microcdpsula e o mecanismo de liberacdo ideal (FAVARO-TRINDADE; PINHO;
ROCHA, 2008).

Varios métodos sdo empregados para encapsular, sendo eles classificados
como fisicos, quimicos e fisico-quimicos. A escolha do método depende de vérios
fatores tais como: tamanhos de particulas requeridas, propriedades fisicas e
qguimicas do nucleo e da parede, aplicacdo do produto final, mecanismos desejados
de liberacgéo, escala de producgéo e custo (SPADA, 2011).

A secagem por pulverizagdo € a técnica mais utilizada pela industria de
alimentos. A otimizacdo deste processo depende da avaliacdo conjunta entre varios
parametros tais como: aquecimento, volume de ar, tipo de bico atomizador,
caracteristicas do produto, vazdo do material a ser seco ou do sistema de
atomizacdo, temperatura do ar de secagem e os parametros de formulacéo
(LANNES; MEDEIROS, 2003).

Sabendo que as microcapsulas tém a capacidade de modificar e melhorar a
aparéncia e as propriedades de uma substancia, este trabalho teve por objetivo
aplicar a técnica de microencapsulacdo para secar o extrato alcodlico de prépolis,
usando diferentes materiais de parede, com o intuito de facilitar a manipulacdo do
material encapsulado; mascarar sabor e odor desagradaveis; promover 0 aumento
da solubilidade e estabilidade, além de facilitar o transporte e armazenagem deste

produto.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e atividade antioxidante do extrato
de propolis microencapsulado por pulverizagdo com dextrinas, maltodextrinas e

goma arabica.

2.2. Objetivos especificos
Determinar nas amostras encapsuladas:
e Umidade e atividade de agua
e Densidade aparente
e Higroscopicidade
e Eficiéncia da encapsulacéo
e Solubilidade
e Teor de compostos fendlicos totais
e Teor de flavondides totais
e Estabilidade dos flavonéides durante o armazenamento

e Atividade antioxidante



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Prépolis

A propolis é uma substancia resinosa produzida pelas abelhas Apis mellifera
a partir de brotos, folhas, flores, exudatos de plantas, onde sdo acrescentados
secrecdo salivares, pélen e ceras para obtencdo do produto final. E utilizada pelas
abelhas na vedacdo da colméia contra fatores externos tais como frio, ataque de
insetos, umidade, fungos e bactérias (MARCUCCI, 1996; PARK et al., 1998;
BRASIL, 2001; RAMOS; MIRANDA, 2007) e pelo homem como um “antibiotico
natural”, devido a suas propriedades antimicrobiana, antiviral, antiflamatoria,
anestésica  anticariogénica, anticarcinogénica, cicatrizante, antioxidante
(MARCUCCI, 1996; BANKOVA; CASTRO, MARCUCCI, 2000; SANTOS et al., 2003;
CASTRO, 2007).

A coloracdo da propolis € depende da regido, origem da planta e época de
extracdo, podendo variar do marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada
até o marrom avermelhado. Apresenta um odor caracteristico que pode variar de
uma amostra para outra. O ponto de fusédo é variavel entre 60 e 70°C, sendo que
pode atingir, em alguns casos, até 100°C (MARCUCCI, 1996).

Sua composicdo é de 47% de resina, 30% de ceras, 5% de polen, 4-15% de
substancias volateis e 13% de substancias desconhecidas (BURDOCK, 1998;
FALCAO; PEREIRA; MILAO, 2009). Mais de 300 compostos diferentes foram
identificados na composicdo da propolis, incluindo os &acidos alifaticos, ésteres,
acidos aromaticos, acidos graxos, carboidratos aldeidos, acidos aminados, cetonas,
chalconas e dihidrochalconas, terpendides, vitaminas e substancias inorganicas,
compostos fenodlicos como flavondides e alcoois aromaticos (MARCUCCI, 1996;
FALCAO; PEREIRA; MILAO, 2009).

As propriedades da propolis estdo diretamente relacionadas a sua
composic¢ao quimica, tendo em vista que a mesma varia de acordo com a vegetacao
da regido, a época da coleta e a técnica empregada, bem como em funcdo da
espécie da abelha e do grau de africanizacdo da Apis mellifera no Brasil, fatores
importantes na definicdo das suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas
(PEREIRA et al., 2002).



3.2. Encapsulacéao por pulverizagéo (Spray Drying)

Segundo Favaro-Trindade; Pinho; Rocha, (2008), a encapsulacdo € uma
técnica que consiste no empacotamento com finas coberturas poliméricas aplicavel
em materiais solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso. Este procedimento
envolve a incorporacdo de ingredientes alimentares, enzimas, células ou outros
materiais em pequenas capsulas. A encapsulacdo é uma barreira para evitar
reacdes quimicas. Permiti a liberacdo modificada dos ingredientes sob velocidade e
condicdes especificas e mascara odores e sabores desagradaveis. O uso desta
metodologia, aplicada desde os anos de 1950, tem aumentado na indudstria
alimenticia, pois os materiais encapsulados podem ser protegidos do calor, umidade,
oxidagdo, reacdes quimicas ou de outras condi¢des extremas, aumentando a sua
estabilidade e mantendo a viabilidade (ROSENBERG; KOPELMAN; TALMON, 1990;
GOUIN, 2004; FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). No caso da
microencapsulacdo compostos aromaticos, o perfil organoléptico e a qualidade do
produto podem ser assegurados, tornando-o de alto valor comercial.

Mudanca de pH, stress mecanico, tempo, temperatura, atividade enzimatica,
forca osmotica dentre outros, sdo fatores que podem ser utilizados na liberacado do
ingrediente encapsulado (GOUIN, 2004).

A secagem por spray-drying € uma operacao unitaria através da qual uma
solucdo ou emulsdo € pulverizada numa corrente de gas quente para,
instantaneamente, obter um p6. O gas habitualmente utilizado é o ar ou, mais
raramente, um gas inerte como o nitrogénio. O liquido de alimentacdo pode ser uma
solucdo, uma emulsdo ou uma suspensdo. Dependendo do material utilizado na
alimentacéo e das condicfes da operacao, a producéo do po pode atingir dimensdes
desde muito finas (10-50 um) a particulas de grande dimensdo (2-3 mm)
(MARTINEZ et al., 2004).

E um método préatico, econdmico e mais comum para a obtencdo de produtos
em pd, com custo de processamento menor quando comparado a outros métodos
(CAIl; CORKE, 2000).

3.3. Materiais encapsulantes
A microencapsulacdo de alimentos emprega formulagcbdes contendo o
ingrediente a ser preservado em mistura com agentes encapsulantes dos mais

variados: amido ou seus derivados, proteinas, gomas, lipidios, ou combinac¢fes



entre estes agentes (ABURTO; TAVARES; MARTUCCI, 1998). O passo inicial na
secagem envolve a selecdo de um material de parede adequada conhecido como
transportador ou agente de encapsulagdo (PORRARUD; PRANEE, 2010). Uma
consideracao especial, relacionada com o material de parede, é que o mesmo deve
ser reconhecido como seguro (GRAS) (ROSENBERG; KOPELMAN; TALMON,
1990). A goma arabica (GA), amidos hidrolisados, e amidos modificados séo as trés
classes mais importantes de materiais de parede que sao amplamente utilizadas em
microencapsulagao (CAIl; CORKE, 2000).

3.3.1. Dextrina comum ou pirodextrina

Dextrinas sdo produtos da hidrolise de amido produzido por via acida e altas
temperaturas (120 a 220°C). Possui a mesma formula empirica da molécula de
amido, mas sédo estruturalmente diferentes, sendo dextrina uma molécula menor e
menos complexa (GALVIS; MORENO; OSPINA, 2007).

E quimicamente considerada um polimero intermediario entre o amido e
oligossacarideos, apresentando-se como um soOlido amorfo de cor creme a
castanho, solivel em agua fria, baixa umidade (0 a 5%) e insolavel em alcool. Pode
ser obtida por via seca ou umida. A seca tem custos operacionais mais baixos,
menor carga de poluentes e menor consumo de dgua que torna menos caro e
ambientalmente compativel pela auséncia de efluentes. Estas dextrinas sdo também
conhecidas como pirodextrinas (GALVIS; MORENO; OSPINA, 2007).

3.3.2. Dextrina octenil succinilida (Dextrina-OSA)

Octenil-succinato de amido, o chamado amido-OSA, é um emulsificante
obtido por esterificacdo do amido com o anidrido octenilsuccinico (OSA) sob
condicBes alcalinas. Através desta modificacdo, a hidrofobicidade do OSA é
introduzida, enquanto a hidrofilicidade das macromoléculas do amido € mantida.
Este derivado com propriedades anfifilicas € um emulsionante eficaz, sendo usado
como um transportador de libertacdo modificada material (WANG et al., 2010).

Esse amido OSA, guando aquecido a temperaturas elevadas (120 a 170°C) e
pH de 1 a 3, é transformado em dextrina, apresentando alta solubilidade em agua e
baixa viscosidade, porém, mantém sua capacidade emulsificante, que permite ser

usada a um alto nivel teor de sélidos (30%) (em comparacdo com goma de acacia)
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(REINECCIUS, 1991). Essa dextrina € muito usada com agente encapsulante, pois
apresenta capacidade de proteger substancias encapsuladas (TESCH, GERHARDS,
SCHUBERT, 2002).

O produto derivado deste amido é comercialmente conhecido com Capsul®,
uma dextrina obtida a partir de amido de milho ceroso quimicamente modificado por
incorporacdo do componente lipofilico a cadeia de oito atomos de carbono,
proporcionando uma excelente retencdo de volateis durante a secagem por
pulverizacdo (REINECCIUS, 1991).

3.3.3. Maltodextrina comum

A maltodextrina € um polimero sacarideo nutritivo, ndo doce, de cor branca,
constituida por unidades D-glicose ligadas por cadeia a1-4. As mais adequadas para
encapsulacdo sdo as que possuem dextrose equivalente menor que 20, ja que sao
menos higroscopicas evitando a aglomeracao das particulas. Apresenta-se como po
branco. E usada combinada com dextrinas octenil succiniladas para estabilizar
emulsdes. Na encapsulacado forma uma pelicula protegendo o material volatil; tem
efeito antioxidante e mostra retencao de volateis na faixa de 65 a 80% (ASCHERI et
al., 2003). Devido a sua baixa viscosidade a altas concentracfes, as maltodextrinas
tém sido estudadas como possiveis substitutos para a goma arabica em emulsdes
atomizadas (REINECCIUS, 1991; MULLER, 2011).

3.3.4. Maltodextrina-acetilada

A acetilacdo € uma modificacdo quimica usada pela industria de amido. A
introducdo de grupos acetilo interrompe a estrutura ordenada do amido nativo e
interfere na reassociacdo de amilose e amilopectina no amido gelatinizado, diminui a
temperatura de gelatinizacdo, aumenta a solubilidade e melhora a estabilidade. O
amido acetilado com um baixo grau de substituicdo é geralmente obtido por
esterificacdo do amido nativo com anidrido acético em meio aquoso na presenca de
um catalisador alcalino, podendo este ser o hidroxido de sédio (NaOH) ou hidroxidos
de metais alcalino ou alcalino-terrosos, tais como o hidroxido de calcio (CaOHy)
(WANG; WANG 2002; CHI, et al., 2008). Este tipo de amido quando hidrolisado

parcialmente com amilases apresenta boas propriedades encapsulantes.
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3.3.5. Goma arabica

A goma arabica (ou goma acacia) € constituida por um arranjo altamente
ramificado de galactose, arabinose, ramnose e &cido glucurénico, contendo ainda
cerca de 2% de um componente protéico ligado covalentemente a esse arranjo
molecular, exercendo um papel fundamental na determinacdo das propriedades
emulsificantes da goma (RANDALL; PHILLIPS; WILLIAMS, 1988).

E considerada como um excelente material encapsulante, pela baixa
viscosidade, solubilidade, boas propriedades emulsificantes, sabor suave e alta
estabilidade oxidativa conferida a 6leos. Por outro lado, tem alto custo e problemas
de disponibilidade, ja que é produzida em regides sujeitas a variacdes climaticas.
Assim, a busca por substitutos totais ou parciais para a goma arabica tem sido
incentivada (McNAMEE; O'RIORDAN; O’'SULLIVAN, 1998).
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4. METODOLOGIAS

4.1. Material
A propolis in natura apresentou teor de sélidos de 12% e teor alcoodlico de
78%. Os materiais de parede foram:
Dextrina comum
Capsul® (dextrina octenil succinilada)
Maltodextrina comum
Goma arébica
Maltodextrina acetilada

4.2. Métodos
4.2.1. Secagem e encapsulacao da propolis por pulverizagéo

No material encapsulante foi disperso em 60 mL de agua a 70°C sob agitacéo
mecanica. A seguir, a dispersao foi acrescentada a propolis e agitou-se a 4000 rpm por
5 minutos. A relacdo de solidos de propolis/encapsulante foi de 1:7.2. A secagem das
amostras por pulverizacao foi realizada em spray dryer utilizando bico atomizador de
1,0 mm de diametro, temperatura do gas de entrada de 130°C, fluxo do ar de

secagem de 3,60 e vazao da alimentacdo da amostra de 0,60 L/h.

4.2.2. Umidade (%)

O teor de umidade da propolis microencapsulada foi determinado segundo a
metodologia descrita no Instituto Adolfo Lutz (1985), que tem como principio a perda
de peso sofrida pelo produto em relacdo a remocdo de agua em determinadas

condicdes.

4.2.3. Atividade de agua (aw)

A atividade da agua da prépolis microencapsulada foi realizada utilizando o
aparelho Agualab, ap0s estabilizacdo das amostras durante 1h a 25°C (ROCHA et
al., 2009).
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4.2.4. Densidade aparente (g/mL)

A densidade da prépolis microencapsulada foi medida por pesagem 10 g da
amostra em um cilindro graduado de 100 mL. Uma vibragdo constante foi realizada
durante trés minutos. O volume ocupado foi utilizado para calcular a densidade (CAI;
CORKE, 2000).

4.2.5. Higroscopicidade (g/100g)

2 g da propolis microencapsulada foram colocadas a 25°C em um recipiente
hermeticamente fechado com uma solucdo saturada de Na,SO, (81% UR). Apos
uma semana, as amostras foram pesadas e a higroscopicidade foi expressa como
grama de umidade adsorvida em 100 g de soélidos secos (CAl; CORKE, 2000).

4.2.6. Eficiéncia da encapsulacao (%)

Foi considerada como eficiéncia de encapsulacéo a relacdo da quantidade de
compostos fendlicos contidos no interior das capsulas e o total de compostos
fendlicos contidos na microcapsula. Os compostos fendlicos localizados nas
superficies das microcapsulas foram extraidos aplicando a seguinte metodologia.

Foram dissolvidas 0,2 g da prépolis microencapsulada em 2,0 mL de etanol
para dissolver a propolis que esta fora da capsula. A mistura foi agitada num
agitador tubo e centrifugada a 4000xg durante 2 minutos. Em seguida foi
guantificado os compostos fendlicos do sobrenadante em espectrofotbmetro a
765nm. O &cido galico foi utilizado como padréo.

A quantidade total de compostos fendlicos da microcapsula foi quantificada
ap6s a ruptura das capsulas conforme a metodologia descrita no item 4.8. A

eficiéncia de encapsulacao foi calculada usando a seguinte equacao:
Eficiéncia de encapsulagéo (%) = (FT- FS) / FT x 100 (D)
Onde FT é a quantidade de compostos fendlicos de uma quantidade

conhecida de microcapsulas e FS é a quantidade de compostos fendlicos contidos
na mesma quantidade de microcapsulas (SEMALAT; MUHAMAD; SARMIDI, 2009).
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4.2.7. Solubilidade em agua (%)

Foi determinada de acordo com o método descrito por Eastman & Moore
(1984), modificado por Cano-Chauca et al. (2005). Para 100 mL de H,O destilada,
1g da prépolis microencapsulada foi adicionado e deixado em agitagdo durante cinco
minutos. A solucéo foi centrifugada a 4000 x g durante cinco minutos. Uma aliquota
de 25 mL do sobrenadante foi transferida para uma placa de petri previamente
pesada e apds, seca em estufa a 105°C, durante cinco horas. A solubilidade foi
calculada pela diferenca de massa.

4.2.8. Ruptura das microcapsulas

A avaliacdo da atividade antioxidante, flavonoéides totais, compostos fendlicos
e avaliagdo da concentracdo inibitéria minima, foram realizadas seguindo a
metodologia descrita por Nori et al. (2011). 2,0 mL de citrato de sédio 10% (m/v)
foram misturados a 0,2 g da propolis microencapsulada. Apos, o pH foi aumentado
para 8,0 com NaOH 0,1 mol/L solucdo. Esta mistura foi agitada hum misturador de
tubo vortex por dois minutos. Em seguida, 5,0 mL de etanol 99,5% (v/v) foram
adicionados a mistura, mantendo a agitacdao durante mais dois minutos. Por altimo a

mistura foi centrifugada a 4000 x g durante vinte minutos.

4.2.9. Compostos fendlicos totais (%)

Foi realizado pelo método de Folin-Ciocalteu segundo metodologia proposta
por Singleton e Rossi apud Amerine e Ough (1976) com algumas modificacdes. Para
um tubo de ensaio de 10 mL foi transferida uma aliquota de uma solucédo cosntituida
por 0,1 mL da diluida em 3,0 mL de &gua destilada e 0,25 mL de reagente Folin-
Ciocalteu. Apds trés minutos de repouso foram adicionados 2,0 mL de solucédo de
carbonato de sédio a 7,5%. O tubo devidamente tampado foi encubado em um
banho de agua a temperatura de 37°C por trinta minutos. A seguir, a absorbancia foi
determinada em espectrofotdbmetro a 765nm usando cubetas de vidro de 10mm,
contra o branco, cuja solucédo continha 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, 2,0
mL da solucéo de carbonato de sédio a 7,5% e 3,1 mL de agua destilada.

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados por interpolacéo
da absorbéancia das amostras contra uma curva de calibracdo construida com

padrdes de acido galico (100, 300, 500 e 700 mg/L) e expressos em miligramas de
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equivalente de acido galico (mg EAG) por 100 g da amostra. As analises foram
realizadas em triplicata.

4.2.10. Flavondides totais (%)

Aliquotas de 0,2 g da amostra de propolis microencapsulada foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, onde foi adicionado 0,4 mL de
solucdo metanolica de Cloreto de Aluminio (AICI3) (5%, m/v). Em seguida, o volume
foi ajustado com solucdo metandlica de acido acético (2,5%, v/v). Deixou descansar
por trinta minutos e realizou-se a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 408nm, utilizando-se como branco uma solucao preparada
do mesmo modo que a amostra, mas sem a adi¢cdo da solucdo metandlica de
Cloreto de Aluminio (AICls3).

O teor de flavonoides totais (TFT), foi expresso em porcentagem (p/v) de
flavonoides totais calculados como quercetina, de acordo com a Equacéao 2:

AxFD
TFTW (2)
m x m

Onde: TFT = teor de flavonoides totais; A = absorbancia determinada; FD =
fator de diluicdo (10/0,2 = 50); m = volume da amostra (mL); E11%cm = absorcao
especifica do complexo quercetina — cloreto de aluminio (560nm) (MARQUES et al.,
2011).

4.2.11. Estabilidade dos compostos fendlicos totais e flavondides durante o
armazenamento

As amostras de propolis microencapsulada foram colocadas em frascos
fechados e armazenado a 25°C, ao abrigo da luz. A quantidade de compostos
fendlicos totais e flavondides foi medida a 0, 30 e 60 dias ap6s o processo de

secagem, conforme a metodologia descrita no item 4.8 e 4.9, respectivamente.

4.2.12. Atividade antioxidante (%)
A atividade antioxidante (AA) total foi avaliada através do radical DPPH (1,1-

difenil-2-picrilhidrazil) de acordo com o método descrito por Mensor et al. (2001) com
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modificacdes, onde o meio reacional (extrato + solucdo de DPPH + etanol absoluto)
foi igual a 3,5 mL.

Em tubos de 5 mL foram adicionados 2,4 mL de etanol absoluto, 1 mL de
solucdo de DPPH (6 mg/50 mL) e 0,1 mL da amostra (50 mg de compostos
fendlicos/L). Para a correcdo de uma possivel contribuicdo da coloracdo das
amostras, foi realizado em paralelo, um teste branco consistindo do volume da
amostra (0,1 mL) e 3,4 mL de etanol absoluto. O controle foi preparado pela mistura
de 1,0 mL de solugéo de DPPH (6 mL/50 mL) com 2,5 mL de etanol absoluto.

Ap6s 45 minutos de incubacao na auséncia de luz a temperatura ambiente,
as absorbancias foram registradas contra um branco em 517 nm. Os testes foram
realizados em triplicata e a inibicdo do radical livre DPPH foi calculada pela equacéo
abaixo:

AA% =100 — [(Aa — Ab) x 100] / Ac 3)
Onde:
Aa = absorbancia da amostra
Ab = absorbéncia do branco

Ac = absorbancia do controle
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4.3. Analises estatisticas

Foram realizadas utilizando o programa ASSISTAT 7.6 BETA. Os dados
obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o teste de variancia ANOVA e
Teste de Tukey, em nivel de confianca de 95% (p>0,05).



18

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 1, 2 e 3 apresentam os resultados das andlises fisico-quimicas e
estabilidade dos compostos fendlicos totais e flavondides, respectivamente, das
amostras de propolis microencapsuladas com diferentes tipos de materiais

encapsulantes.
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Tabela 1. Resultados das andlises fisico-quimicas das amostras de prépolis microencapsuladas com diferentes tipos de materiais

encapsulantes.

Agente Umidade (%) AW Densidade Higroscopicidade EficiénciadNa Solubilidade At_ivi(_jade

encapsulante aparente encapsulacéo antioxidante
Dextrina comum 7,08°+0,25 0,39°+0,00 0,28°+0,28 11,36% + 0,23 39,98°+ 1,09 11,53%+0,12 42,93%+1,17
Capsul® 4,82°+0,21 0,372+0,02 0,24°+0,24 13,14°+0,13 58,13%+ 0,29 89,94°+1,14 51,43°#1,57
('\:"Oar‘:fgfnex”i”a 7,512+0,16 0,39%+0,02 0,33°+0,33 10,45%+ 0,14 50,04 0,41 78,39°+1,14 60,462+0,64
Goma arabica 5,63°+0,20 0,362+0,01 0,21°+0,21 20,79°+ 0,49 42,83°+ 1,79 86,00°+2,00 58,682+1,00
Maltodextrina 3,54°+0,26 0,28°+0,04 0,18°+0,18 14,51%+ 0,37 48,97°+ 1,17 91,76°+5,49 54,77°+1,45

acetilada

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Compostos fendlicos totais de prépolis microencapsulada (%).

Maltodextrina Dextrina Goma Maltodextrina

: ®
Dias acetilada comum Capsul arabica comum
0 1,258 1,333XY  1,398%Y 1 30XY 1,573"
30 1,10°% 1,06™* 1,23 1,22 1,23%Y
60 0,88%% 0,95%%Y 0,95 0,88 0,94°%Y
% perda apos 30,18% 30,58 31,52%  36,57° 36,652
60 dias

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Letras minUsculas estabelece comparacéo dentro da coluna e letras
maiudsculas entre as linhas.

Tabela 3. Flavondides (ug/g) das amostras de propolis microencapsulada (%).

Maltodextrina Dextrina Goma Maltodextrina

Dias ) Capsul® o

acetilada comum arabica comum
0 342 41 320,73%% 4434527 252,833 369,057
30 316,78 309,223 397,32%Y 22321% 313,83
60 315,68 305,40  336,82°% 220,13%' 311,82
% perda 8,46 5,45° 23,91* 12,72 14,73°
em 60 dias

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05) pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade. Letras minUsculas estabelece comparacao dentro da coluna e letras
mailsculas entre as linhas.
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Umidade

O teor de umidade das amostras de propolis microencapsulada variou de no
minimo 3,54 até no maximo 7,51%. Considerando que as condi¢cdes da secagem
foram iguais para todos os ensaios e a estocagem das amostras foi feita em
embalagem de vidro, a umidade das microcapsulas de prépolis foi influenciada
apenas pela caracteristica hidrofilica/hidrofébica do material de parede.

O contetdo de umidade encontrado neste trabalho foi similar aos encontrados
por outros autores que utilizaram a atomizagcdo como método de secagem. Cai e
Corke (2000) encontraram valores de umidade entre 1,95 e 6,98% ao empregar
temperaturas do ar de secagem 150 e 210°C para encapsular betacianina com
maltodextrinas. Ja Loksuwan (2007) encontrou valores de umidade entre 2,00 e
6,00% ao encapsular (3-caroteno com amido de mandioca. Ersus e yurdagel (2007)
obtiveram valores de umidade entre 2,74 e 3,42% ao encapsular antocianinas em

matrizes de maltodextrinas, empregando temperaturas de secagem de 160 a 200°C.

Atividade de agua

Os valores de atividade de agua das amostras de propolis microencapsulada
com diferentes agentes encapsulantes variaram de 0,28 a 0,39, ndo sendo
observada diferenca significativa (p>0,05), com excecdo da maltodextrina acetilada.

Esses valores foram similares aos determinados por Silva et. al. (2013) em
amostra de prépolis encapsulada com goma arébica (0,33 e 0,39) e Capsul® (0,25 e
0,29). Silva et al. (2011), ao secar extrato de propolis por pulverizacdo sem auxilio
de material de parede obteve valor de atividade de agua de 0,43. Este valor foi
superior ao determinado por Silva et al. (2013) (0,25 a 0,39), que estudaram a
importancia do material de parede na diminuicdo da atividade agua, enfatizando a
importancia da aw na manutencao da estabilidade microbioldgica e fisico-quimica do
produto.

A literatura informa valores de atividade de &agua entre 0,28 a 0,54 em
materiais vegetais microencapsulados pela técnica de pulverizacdo. Porrarud e
Pranee (2010) encontraram valores semelhantes (0,28 a 0,30) em microcapsulas de
clorofila com parede de maltodextrina/goma arébica/Capsul®. Valores de 0,20 a 0,28

também foram encontrados por Augusta (2011) ao microencapsular com
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maltodextrina 10 DE, pela técnica de pulverizacdo, o corante extraido da casca de
jambo. Kha et al. (2010) obtiveram valores de 0,38 a 0,54 para o p6 do suco da fruta
Gac (Momordica cochinchiennsis) produzidos com diferentes concentracbes de
maltodextrina 12 DE.

A atividade de agua (aw) esta relacionada a outros fatores como: a
temperatura, a exposicdo a luz e ao oxigénio, a estabilidade e ao tempo de
armazenamento de alimentos. Em geral, valores acima de 0,6 favorecem diversas
reacdes indesejaveis como oxidacdo, reacdo de Maillard, acdo de enzimas e
desenvolvimento de microrganismos e, consequentemente, menor vida util dos
produtos (FENNEMA, 2010).

Densidade

Os valores de densidade aparente obtidos variaram de 0,18 a 0,33 g/mL. Foi
observada diferenca significativa (p<0,05) entre os resultados dos tratamentos
estudados. O aumento da umidade proporcionou aumento da densidade, com
correlacao linear entre a densidade (y) e o teor de umidade (x) do material de parede
(y = 0,0332 + 0,0612; R*= 0,8414).

A umidade funciona com facilitador da juncdo das particulas de sdlido.
Quando estas particulas se juntam, o ar presente entre elas €& eliminado,
aumentando a quantidade de massa por unidade de area, e assim, a densidade do
po.

Souza et al. (2009) estudaram a influéncia das condicbes de secagem por
atomizacdo nas propriedades fisicas do tomate e encontraram valores de 0,51 a
0,74 g/mL, verificando que a densidade aparente diminui com o0 aumento da
temperatura de entrada do ar de secagem. De acordo com Walton (2000), quando a
temperatura do ar de secagem ¢ alta, a taxa de evaporacdo é rapida e o produto
seco fica mais poroso ou com estrutura fragmentada, produzindo queda na
densidade da particula.

Carneiro et al. (2011) encapsulando 6leo de linhaca com misturas de goma
arabica/maltodextrina e Capsul®/maltodextrina obtiveram valores de densidade

aparente que variaram de 0,35 a 0,40 g/cm®.
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Higroscopicidade

A higroscopicidade das amostras de propolis microencapsuladas variou de
10,45 a 20,79 g de agua absorvida por 100 g do pé.

Os valores de higroscopicidade diferiram entre si (p<0,05), exceto entre a
dextrina e maltodextrina comum. A menor higroscopicidade das microcapsulas
avaliadas pode relacionada & menor hidrofilicidade, como é o caso do Capsul®, que
possui uma cadeia hidrofébica, ou ao um maior tamanho das macromoléculas dos
amilaceos, em relacdo & goma arabica. Provavelmente, os materiais amilaceos
dextrina, maltodextrina comum e acetilada s&o de baixo valor de dextrose
equivalente comportando-se mais proximo de amidos do que produtos altamente
hidrolisados que naturalmente sdo mais higroscoépicos.

Em trabalho sobre a microencapsulacéo de propolis utilizando goma arabica e
Capsul®, Silva et al. (2013) obtiveram valores de 27,4-29,3 e 13,8-15,8,
respectivamente, ficando estes valores proximos aos obtidos neste estudo.

Moreira (2007), ao caracterizar extrato microencapsulado de residuo
agroindustrial de acerola, obteve valores para higroscopicidade de 34,72 g e 56,44 g
de 4gua absorvida/100 g de po. Oliveira (2008) avaliando a influéncia de adjuvantes
de secagem sobre as propriedades de suco de caju atomizado, obteve valores entre
37,21 g e 45,86 g/100 g de amostra.

Eficiéncia da encapsulacao

Os valores de eficiéncia de encapsulacéo variaram de 39,98% a 58,13%. As
menores eficiéncias da encapsulacdo foram com a dextrina comum e a goma
arabica. A utilizacdo de Capsul®, uma dextrina esterificada com o anidrido octenil
succinico, de maior hidrofobicidade que os outros materiais de parede, mostrou
maior eficiéncia de encapsulacdo, possivelmente pela maior afinidade do
encapsulante pela prépolis, que € sollvel em solventes apolares e insolivel em
agua.

A eficiéncia de encapsulacdo define a quantidade de substancia retida no
interior da microcapsula e depende, entre outros fatores, da afinidade entre o
material de parede e a substancia a ser encapsulada.

Materiais derivados de amido como a B-ciclodextrina tem sido usado para

microencapsular extratos fendlicos de amora preta obtendo-se eficiéncia de 52%
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(ROSA, 2012). Nori et al. (2011) obtiveram valores superiores aos verificados neste
estudo (72,01%) ao microencapsular extrato de prépolis com pectina e proteina

isolada de soja pelo método de coacervacdo complexa.

Solubilidade

Os resultados de solubilidade das amostras de propolis microencapsuladas
variaram de 11,53% a 91,76%. Com excecdo da propolis microencaspulada com
dextrina comum, todas as demais amostras estudadas apresentaram elevados
valores de solubilidade. Altos valores de solubilidade s&o interessantes em produtos
microencapsulados quando destinados em aplicagées em meio aquoso.

Moreira (2007) estudou a secagem do extrato microencapsulado de residuo
agroindustrial de acerola com maltodextrina e goma de cajueiro e concluiu que todos
0s pos apresentaram boa solubilidade, que variou entre 90,97 e 96,92%.

Em pesquisa desenvolvida por Cano-Chauca et al. (2005), a solubilidade do
po de suco de manga seco por atomizacado, utilizando maltodextrina em goma
arabica como materiais de parede foi de 90%. Na secagem de casca de jambo
vermelho com maltodextrina em diferentes concentracfes, os valores médios de
solubilidade variaram de 98,36 a 99,82%, ndo havendo diferenca significativa entre
0s experimentos (AUGUSTA, 2011). Em contrapartida, Landim (2008), ao
microencapsular pigmentos naturais utilizando maltodextrina e goma arabica como
carreadores, obteve baixo teor de solubilidade (68%). Segundo Rosa et al. (2003), a
solubilidade dos produtos atomizados depende, entre outros fatores, da temperatura
do ar de secagem. Quanto maior a temperatura, maior o tamanho das particulas, o

gue promove uma maior solubilidade do po.

Estabilidade dos compostos fendlicos totais e flavondides durante o

armazenamento

Compostos fendlicos totais (CFT)

O teor de compostos fendlicos das amostras analisadas no tempo 0 variaram
de 1,25 a 1,56%. As amostras microencapsuladas com dextrina comum, Capsul®,
goma ardbica e maltodextrina comum nao diferiram entre si (p>0,05), enquanto que
as amostras encapsuladas com a maltodextrina comum, de maior teor de CFT, se

diferenciou (p<0,05) das microcapsulas de maltodextrina acetilada. Para a propolis
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microencapsulada exercer as suas propriedades, € importante verificar a sua
estabilidade durante o armazenamento.

Durante 60 dias de estocagem, o teor de compostos fendlicos das amostras
de propolis microencapsuladas reduziu entre 30,18 a 36,65%, respectivamente,
guando encapsuladas com maltodextrina acetilada e maltodextrina comum, nao
apresentando diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados.

A microencapsulacdo por pulverizagdo € uma técnica empregada para
proteger substancias que se de degradam pela acao do oxigénio, luz ou calor; sendo
usados como material de parede proteinas, carboidratos especificamente derivados
de amidos como maltodextrinas ou dextrinas hidrofébicas (GOUIN, 2004). Estudos
realizados por Silva et al. (2013) utilizando Capsul® como material de parede na
proporcdo 1:6 de solidos da prépolis/encapsulante, armazenagem a vacuo e
temperatura de 25°C por 60 dias observou 6,9% de perda de compostos fendlicos.
Esse resultado foi bem inferior aos observados neste estudo.

Varios fatores podem influenciar na estabilidade dos compostos fendlicos
microencapsulados, entre eles, as relacionadas com a prépolis como: a composicao,
o tipo de flora, época da colheita e aqueles que séo influenciados pelas condicbes
de armazenamento, especificamente, a presenca de oxigénio dentro da embalagem,
gue no presente estudo ndo foi retirado, facilitando reacbes de oxidacdo dos
compostos fendlicos em detrimento da estabilidade dos mesmos.

Perdas maiores de substancias microencapsuladas tém sido observadas em
pigmentos fendlicos; especificamente antocianinas, extraidos da cenoura preta e
encapsulados com maltodextrinas (10 a 29 DE) que tiveram reducédo na ordem de
33% quando armazenados a 25°C por 64 dias (ERSUS; YURDAGEL, 2007).

Flavonoides

Foi observado reducdo dos teores de flavondides durante o periodo de
estocagem, onde as perdas variaram de 5,45% para maltodextrina acetilada até
23,90% para o Capsul®, sendo este o mais eficiente na retencdo dos flavondides
totais no tempo 0, porém, apresentou maior perda apds 60 dias de armazenagem,
apresentando ainda maior teor flavonéides totais.

A propolis é fonte dos mais variados flavondides, entre eles alnusitol,
alpinetina, naringenina, pinocembrina, pinostrobina, sakuranetina, alpinetina,

guercetina e kanferol (MARCUCCI, 1996).
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Em estudos com prépolis microencapsulada por coacervagdo com pectina e
proteina isolada de soja, Nori et al. (2011) obtiveram perdas de flavondides
relativamente baixas (2,86%). Silva et al. (2011) ndo constataram perdas de
flavonoides ao secar propolis em spray dryer sem utilizar nenhum tipo de carreador

apos 120 dias de estocagem a 25°C.

Atividade antioxidante

Os resultados obtidos para atividade antioxidante variaram de 42,93% a
60,64%, para propolis microencapsulada com dextrina comum e maltodextrina
comum, respectivamente.

Foi observado que os valores de atividade antioxidante diferiram entre si
(p<0,05), o que sugere que o material de parede influencia na protecdo ou na
liberacdo dos agentes que atuam como antioxidantes. Estes resultados se
assemelham com os obtidos por Marqguele et al. (2006), Souza et al. (2007) e Silva
et al. (2013), que relataram boa atividade antioxidante em extratos de propolis nao
encapsulados e secos em spray-dryer. Entretanto, Silva et al. (2011) obtiveram
valores de 35% de atividade antioxidante pelo DPPH. Segundo o autor, uma menor
atividade sequestrante do radical DPPH pode ser devido a diferentes fontes de
prépolis, o que poderia resultar em diferencas na sua composicdo quimica e
capacidade antioxidante, j& que a espécie da abelha, a flora da regido e a
sazonalidade sao alguns fatores que influenciam diretamente na composicao

guimica da mesma.
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6. CONCLUSOES

A propolis microencapsulada com maltodextrina comum apresentou menor
valor de higroscopicidade e maior retencdo de compostos fendlicos na secagem,
porém, foi a que teve a maior perda de compostos fendlicos durante o tempo de
armazenamento.

A prépolis microencapsulada com maltodextrina acetilada obteve menor teor
de umidade, menor valor de atividade de &gua e menor densidade aparente.
Também teve menor perda de compostos fendlicos durante o tempo de
armazenamento, entretanto, essa microcapsula foi a que apresentou 0 menor teor
de compostos fendlicos apds a encapsulacgao.

A atividade antioxidante da propolis microencapsulada foi maior quando
utilizada a maltodextrina comum (60,46%), seguida da goma arabica (58,68%),
maltodextrina acetilada (54,77%), Capsul® (51,43%) e dextrina comum (42,93%).

O Capsul® foi o agente encapsulante mais eficiente na retencdo dos
flavondides totais no tempo 0, porém, apresentou maior perda apos 60 dias de
armazenagem, apresentando ainda maior teor de flavonoides totais.

A dextrina comum apresentou maior eficiéncia na encapsulacao da propolis e
maior solubilidade.

Dos agentes encapsulantes avaliados, e goma arabica foi a que menos se
destacou quanto a umidade, atividade de &gua, densidade aparente,
higroscopiicidade, eficiéncia da encapsulacdo, solubilidade, estabilidade no

armazenamento dos compostos fendlicos e flavondides e atividade antioxidante.
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