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RESUMO

Este estudo visa produzir e caracterizar p6 de extrato de propolis encapsulado em soro de leite
via processo de aspersao em spray dryer ¢ avaliar o emprego do material obtido como um novo
antioxidante natural em manteiga. A otimizagdo do processo de secagem do extrato de propolis
via planejamento fatorial mostrou uma temperatura 6tima do ar de entrada de 172 °C e uma
vazio de alimentagdo 6tima de 5 mL.min™. As microcapsulas geradas apresentaram umidade,
higroscopicidade e solubilidade que garantiram a boa estabilidade do pd produzido. A
morfologia observada indica a formacdo de microcapsulas lisas e esféricas de diferentes
tamanhos e sem fissuras. A alta eficiéncia da microencapsulacao (83,7%) foi confirmada a partir
dos valores de capacidade antioxidante para DPPH (1050,55 pmols Trolox-g?), ABTS
(1220,57 umols Trolox-g™) e FRAP (5712,5 umols Trolox-g™) e pela presenca de 36 compostos
bioativos na composicao final do pd. O estudo cinético de oxidagdo da manteiga adicionada de
100 ppm do pd de propolis microencapsulado em soro de leite comparado a amostra sem
antioxidante mostrou reducdo de 68,9% na velocidade de formagdo de produtos primdrios de
oxidagdo e de 34,3% de produtos secundarios apds 42 dias de armazenamento a 50 °C. Na
presenga de 100 ppm de BHT estas redugdes foram de 61,1% e 29,1%, respectivamente. A
estabilidade oxidativa pelo método Rancimat apresentou um periodo de inducdo de 1 h a mais
para a amostra de p6 de propolis encapsulado em soro de leite (100 ppm) em relacdo ao BHT
(100 ppm) e mais de 5 h em relagdo a amostra controle (sem antioxidante). No teste sensorial
triangular foram observadas diferencas significativas entre as manteigas controle e a adicionada
de 100 ppm de p6 de propolis numa proporcao discriminadora de 30%. Em geral, os resultados
obtidos confirmaram a viabilidade da obtengdo do antioxidante natural a base de extrato de
propolis encapsulado em soro de leite, o qual pode inibir a oxidagdo da manteiga durante seu

tempo de consumo sem mudangas sensoriais perceptiveis.

Palavras-chave: propolis; antioxidante natural; spray dryer; compostos bioativos; manteiga.



ABSTRACT

This study aims to produce and characterize powder of propolis extract encapsulated in whey
via spray dryer process and evaluate the use of the material obtained as a new natural
antioxidant in butter. The drying optimization of the propolis extract by factorial design showed
an optimal inlet air temperature of 172°C and an optimal feed flow of 5 mL.min-1. The
microcapsules obtained showed moisture, hygroscopicity and solubility that ensured the good
stability of the powder produced. The morphology observed indicates the formation of smooth
and spherical microcapsules of different sizes and without cracks. The high efficiency of
microencapsulation (83.7%) was confirmed from the antioxidant capacity values at DPPH
(1220.6 umol Trolox-g!), ABTS (1050.6 pmol Trolox-g™') and FRAP (5712.5 umol Trolox g™!)
and the presence of 36 bioactive compounds in the final composition of the powder. The kinetic
study of the oxidation of butter added with 100 ppm of microencapsulated propolis powder in
whey compared to the sample without antioxidant showed a reduction of 68.9% in the formation
rate of primary oxidation products and 34.3% of secondary products after 42 days of storage at
50°C. In the presence of 100 ppm of BHT these reductions were 61.1% and 29.1%, respectively.
Oxidative stability by the Rancimat method showed an induction period of 1 h longer for the
whey encapsulated propolis powder sample (100 ppm) compared to BHT (100 ppm) and more
than 5 h compared to the control sample (without antioxidant). In the sensory analysis,
significant differences of 30% were observed between the control butter and the one added with
100 ppm of propolis powder. In general, the results obtained confirmed the feasibility of
obtaining a natural antioxidant based on propolis extract encapsulated in whey, which can

inhibit butter oxidation during its consumption time without noticeable sensory changes.

Keywords: propolis; natural antioxidant; spray dryer; bioactive compounds; butter.
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1 INTRODUCAO

A estabilidade dos alimentos frente as reacdes oxidativas € essencial para controle
do desenvolvimento de sabores indesejaveis, garante maior tempo de consumo, reducdo das
perdas sensoriais e nutricionais e da formagao de compostos nos alimentos que podem ser
prejudiciais a satde. Sendo a incorporacdo de antioxidantes uma alternativa em retardar a
oxidag¢do dos lipidios em alimentos.

A utilizagdo de tecnologias emergentes como spray dryer, ultrassom, liofilizagao
dentre outras na industria de laticinios aumentou para atender a demanda e expectativas dos
consumidores e do mercado global por novos produtos. Os derivados lacteos sdo suscetiveis a
deterioragdes lipidicas durante o processamento e armazenamento. A manteiga ¢
particularmente um dos produtos mais atingidos devido seu alto teor de dcidos graxos, incluindo
os insaturados. E o segundo maior produto derivado do leite comercialmente valioso.

Rica em écidos graxos esséncias, a manteiga ¢ uma emulsdo do tipo dgua em dleo
com propriedade reologica complexa e o teor minimo de gordura de 80%. A manteiga possui
longo periodo de armazenamento, contudo, o seu odor e sabor podem mudar devido as reagdes
de deterioracdo quimica e bioquimicas causadas pela lipélise e oxidagdo dos acidos graxos, as
quais prejudicam também a qualidade nutricional e criam problemas e perdas econdmicas nas
industrias de laticinios.

O processo de rancificacdo em manteigas ¢ ocasionada por reagdes hidroliticas,
catalisado por lipases. As lipases hidrolisam os triacilglicerdis a diglicerideos e
monoglicerideos resultando em glicerol e acidos graxos livres (AGL). O armazenamento sob
refrigeracdo inibe as alteragcdes microbianas, mas ndo impedem totalmente as reagdes quimicas
que ocorrem devido a auto-oxidagao.

Os antioxidantes sintéticos sao amplamente utilizados em alimentos gordurosos
para evitar a rancidez. No entanto, existem discussdes constantes sobre a possivel toxicidade
desses produtos quimicos utilizados. Neste sentido, os antioxidantes naturais estdo sendo
estudados como alternativas em substituicdo aos sintéticos, visto a demanda crescente de
consumidores por produtos alimenticios contendo aditivos naturais.

A propolis € um produto apicola produzido a partir de material coletado de flores e
exsudados de plantas. Em geral, seu conteido elevado em compostos fendlicos propicia
potencial uso como conservante de alimentos, devido a atividade antimicrobiana e sequestrante

de radicais livres, apresentando vantagens por ser composto natural e reconhecido como seguro.
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A adicdo direta dos extratos de propolis aos alimentos ainda ¢é restrita devido
apresentarem o aspecto resinoso, sabor amargo e aroma forte, os quais podem alterar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos. A encapsulacao pode ser utilizada para minimizar o
impacto sensorial e proteger os compostos bioativos presentes no extrato de propolis, tornando
viavel a utiliza¢do desse produto como aditivo alimentar natural.

Na microencapsulacao sdo utilizados polissacarideos (amidos, dextrose e gomas) e
proteinas (soro de leite e gelatina) como matrizes encapsulantes na protecao dos bioativos
durante o processamento. E de fundamental importancia a selegdo do material adequado, pois
isso influenciard na minimizagao de perdas e no aumento de eficiéncia do processo.

O soro de leite ¢ uma das opc¢des de material a ser utilizado como matriz
encapsulante, por sua rica composi¢ao nutricional, capacidades emulsificante e de retencao de
compostos volateis. O uso tecnoldgico deste subproduto reduz o impacto ambiental,
considerado o elevado volume de produc¢ao e descartes irregulares de laticinios.

A literatura ¢ ainda muito limitada no tangente ao uso de antioxidantes naturais,
considerando-se o extrato de propolis como oportunidade promissora para a estabilizagdo
oxidativa de alimentos microencapsulados em soro de leite.

Neste contexto, esta pesquisa se propde a avaliar o efeito do extrato etandlico de
propolis de abelhas africanizadas microencapsulado em matriz de soro de leite sobre a
estabilidade oxidativa de manteiga, visando uso como antioxidante natural e contribuindo para

o aumento do tempo de vida 1til deste produto lacteo.



21

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar microcapsulas de extrato etanolico de propolis de
abelhas africanizadas utilizando soro de leite como encapsulante e avaliar seu efeito como

potencial antioxidante natural em manteiga.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar se o soro de leite utilizado como matriz de microcapsulas do extrato de
propolis de abelhas africanizadas altera as propriedades morfoldgicas, fisico-quimicas e
bioativas das microcapsulas produzidas por processo de secagem por aspersdo em sistema
spray dryer.

e Avaliar se as microcapsulas de extrato de propolis de abelhas africanizadas retardarao a
degradagdo lipidica em manteiga quando comparadas ao antioxidante sintético BHT, sob
condicoes de oxidacao acelerada.

e Avaliar o efeito das microcapsulas de prépolis nas caracteristicas fisico-quimicas e

sensorias da mateiga.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microencapsulagao de alimentos

A microencapsulacdo ¢ um processo de empacotamento de materiais solidos,
liquidos ou gasosos em microcapsulas e estd associada a modificagdo da liberacao de principios
ativos, como farmacos, corantes, aromatizantes dentre outros, de modo a liberar o contetudo de
forma controlada e sob condigdes especificas. Na industria de alimentos ¢ utilizada para incluir
compostos bioativos em sistemas alimentares, proteger produtos de condi¢des ambientais como
umidade, oxigénio, luz, radicais livres e vida util prolongada (BAYSAN et al., 2021; NORI et
al. 2011; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

Existem diferentes métodos de encapsulagdo na industria de alimentos. Os métodos
de encapsulagdo mais comuns sdo spray e liofilizagdo. O processo de secagem por aspersao €
o preferido por ser um método de encapsulagdo de baixo custo e alta eficiéncia, enquanto a
liofilizagdo ¢ geralmente preferida a adequagdo para secagem de compostos sensiveis ao calor
(BAYSAN et al. 2021).

A secagem por aspersdo em secador spray dryer (FIGURA 1) é um método
consolidado na preparacdo de microcapsulas em po por apresentar Unica etapa, garantir
producdo continua, facil adapta¢do para escala industrial, alta eficiéncia de encapsulagdo e
apresentar microcapsulas em forma esférica, uniformes na taxa de liberagdo do farmaco com
total evaporagao do solvente organico. Considerado como método importante para estabilizacao
de fitoquimicos por proporcionar pds fluidos de facil armazenamento, manuseio e dosagem
para o produto final (REZAUL et al., 2017; DIAS; FERREIRA; BARREIRO, 2015; OZKAN;
BILEK, 2014). SAMBORSKA et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308519301853#bib0210
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960308519301853#bib0210
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Figura 1 - Representacdo grafica de um spray dryer de escala laboratorial para obtenc¢do das
microparticulas por aspersao.
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Fonte: Arpagaus et al. (2018) com adaptagdes.

As etapas do processo de secagem por aspresao sdo basicamente (1) aquecimento
do gés de secagem, (2) geragdo de goticulas, (3) secagem das goticulas e (4) captagdao das
particulas. Na representacdo grafica do aparelho de mini spray dryer (FIGURA 2), pode-se
observar o fluxograma, primeiro, hd o bombeamento da solu¢do de alimentagdo até¢ a cdmara
de secagem onde ha um bico atomizador (ARPAGAUS et al., 2018). O bico apresenta um
orificio de didmetro muito pequeno, produzindo uma grande area superficial e alta pressao,
gerando goticulas liquidas que ao entrarem em contato com o ar quente, ocorre a evaporacao
da 4gua e transformam-se em goticulas solidas (p6 seco). As goticulas s6lidas mais densas sdo
coletadas na cdmara de secagem e as menos densas sdo encaminhadas juntamente com o ar
quente até o sistema de separacao p6 — ar (ciclone), onde sdo coletadas e o ar € direcionado para
um filtro (ARPAGAUS et al., 2018; DAVIS et al., 2018)

Os produtos formados no spray dryer sdo subdivididos segundo a sua estrutura em
microesferas e microcapsulas (Figura 2). As microesferas sdo particulas compactas constituidas
por uma rede polimérica, na qual a substancia ativa se encontra distribuida no seu estado sélido
ou molecular. Ja as microcapsulas, sdo constituidas por um nucleo interno contendo o agente
ativo recoberto por uma camada de polimero de espessura variavel. A substancia que contém o
agente ativo ¢ chamada de revestimento, membrana, casca, capsula e material de parede. Sua

classificagdo ¢ dada pelo tamanho: nanoparticulas ou microparticulas, variando de 0,01 a 0,2
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um e de 1 a 100 um. Acima de 100 um sdo denominadas de macroparticulas (SAIFULLAH, et
al., 2019; JIA; DUMONT; ORSAT, 2016).

Figura 2 - (A) microcapsula: o agente ativo esta envolvido pelo agente encapsulante e (B)
microesfera: o agente ativo esta distribuido em uma matriz polimérica.

Parede  Ativo Ativo Matriz

Microcapsula sistema Microesfera sistema
reservatorio monolitico
(A) (B)

Fonte: FIB (2013) com adaptagdes.

Os materiais de parede mais usados na microencapsulag¢do incluem goma arabica,
maltodextrinas, amidos e misturas modificados, isolados e concentrados de proteinas, como
proteina de soro de leite e proteina de soja (MAQSOUDLOU et al., 2020). Com o produto final
em po, ira facilitar sua manipulagdo, transporte e adi¢do em formulagdes, solucionando
limitacdes no emprego de ingredientes alimenticios, pois a barreira formada entre o composto
ativo e o ambiente externo (por meio das propriedades hidrofilas ou hidréfobas) protege o
composto contra umidade, oxigénio, luz e protege o contato com outros componentes presentes
na formulagdo de produtos ou, por exemplo, em uma difusdo controlada do composto
encapsulado (DI BATTISTA et al., 2015), contribuindo também na eficiéncia de liberagdo
controlada (COSTA, 2013).

3.1.1 Material de parede na microencapsulagio

O processo de secagem por aspersao em spray dryer é preferido como um método
de encapsulacdo devido ao baixo custo e alta eficiéncia (BAYSAN et al., 2021), sendo um dos
principais passos no processo de microencapsulacédo a selecdo do material de parede que podem
ser utilizados sozinhos ou em combinacao e a composicéo ideal € definida para cada processo
em particular (FERNANDES; CANDIDO; OLIVEIRA, 2012).

A escolha dependerd da solubilidade do composto bioativo de interesse. Um

material de parede comumente usados para compostos bioativos lipossoltiiveis € a goma arabica


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844020305764#!
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/gum-arabic
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e, para compostos hidrossoluveis, ¢ a maltodextrina (RAMAKRISHNAN et al., 2018). Os
polissacarideos (amidos, dextrose e gomas) e proteinas (soro de leite, gelatina e quitosana)
também sdo utilizados na formagdo de matriz encapsulante, onde cada material possui suas
vantagens e desvantagens (GARCIA, 2013; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2012).

O material ideal deve ser escolhido de modo a manter a eficiéncia da encapsulacéo
e a estabilidade da microcapsula, devendo apresentar caracteristicas como: 1) boas propriedades
reoldgicas e facilidade de trabalho; 2) capacidade de dispersar ou emulsionar o material ativo;
3) ndo ter reatividade quimica com os materiais do ndcleo ativo a serem encapsulados; 4)
capacidade de selar e manter o material ativo dentro de sua estrutura durante o processamento
ou armazenamento; 5) capacidade de liberar completamente o solvente ou outros materiais
utilizados durante o processo de encapsulacdo em condicbes de secagem; 6) capacidade de
fornecer protecdo ao material ativo contra condi¢cbes ambientais (oxigénio, calor, luz e
umidade) além de que a solubilidade do solvente deve ser aceitavel para a indUstria de alimentos
como por exemplo, agua ou etanol (RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

Conforme Gharsallaoui et al. (2007), as proteinas mais utilizadas para encapsular
ingredientes alimentares através de secagem por aspersdo em spray dryer sio as do soro de leite
e as da gelatina por possuirem as propriedades funcionais necessarias como material de parede.
Esse fato se da devido a conformacdo molecular, a alta difusividade e¢ as caracteristicas
anfifilicas fortes das caseinas individuais que permitem melhor distribuicdo em torno do
encapsulado, superficie de globulos de gordura e das micelas proteicas no leite.

O soro de leite ¢ o liquido obtido a partir da coagulagao do leite destinado a
fabricacdo de queijos ou de caseina (BRASIL, 2020). E um co-produto relevante a indiistria de
laticinios, tendo em vista o volume produzido e sua composi¢ao. Em média, de 90% a 95% do
volume do leite € soro, nele se retém aproximadamente 55% dos nutrientes do leite, sendo os
mais abundantes a lactose (4,5-5,0% m/v), as proteinas soluveis (0,6-0,8% m/v), os lipidios
(0,4-0,5% m/v) e sais minerais (8,0-10,0% m/v) (COSTA, 2013).

Com elevada produgdo de soro nas industrias de laticinios, a transformagao desse
co-produto em derivados do leite e outros alimentos diminuiu gastos com o tratamento de
efluentes, contribuiu para a melhoria do meio ambiente e proporcionou ganhos as industrias.
Identificar alternativas para o aproveitamento adequado do soro de leite ¢ fundamental para
valorizagdo de suas caracteristicas nutricionais, tecnologicas e funcionais, devido ao seu
volume e poder poluente (BARRETO et al., 2015).

As proteinas do soro na forma de concentrado proteico de soro (CPS) ou ainda

isolado proteico de soro (IPS) t€ém sido usadas na microencapsulagao de probidticos (DE
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26

CASTRO-CISLAGHI; FRITZEN-FREIRE; SANT’ANNA, 2012). Elas se mostram como
materiais promissores no desenvolvimento de emulsdes para encapsulagao de diferentes
compostos, uma vez que apresentam um bom potencial emulsificante, além de apresentar
propriedades fisico-quimicas de grande interesse tecnologico, como na formagao de particulas
e de filmes comestiveis e biodegraddveis. Também por se apresentarem como agentes
encapsulantes versateis que podem ser usados isoladamente ou em combinagao com outros
materiais (ZHAO; SHEN; GUO, 2018; AUGUSTIN; OLIVER, 2014)

Os principais efeitos do soro como agregacao, desnaturacao e formagao de gel estdo
ligados a temperatura, destacando-se os aspectos relacionados a solubilidade das proteinas e a
capacidade de formacdo de emulsdes que servem de bases tecnoldgicas para a industria de
alimentos (ANDRADE, 2013). Essas proteinas criam particulas coloidais altamente hidratadas,
ou seja, "estrutura semelhante a caseina micelar", que contam como matrizes transportadoras
eficazes para a encapsulagdo de diferentes fitoquimicos bioativos, principalmente os

hidrofobicos (SAMBORSKA et al., 2021).

3.2 Emprego de antioxidantes naturais em alimentos

3.2.1 Mecanismo de acdo dos antioxidantes

Nao existe uma defini¢do uniforme para antioxidante, pois ha diversos mecanismos
quimicos pelos quais a oxida¢ao pode ser inibida. Os mecanismos antioxidantes dos compostos
que sdo usados para aumentar a estabilidade oxidativa de alimentos incluem o controle ou
agentes de defesa contra radicais livres, que sdo produzidos naturalmente em organismos
aerobicos durante o metabolismo celular, por pro-oxidantes e intermediarios da oxidagao
(DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010; CALEGARI et al., 2020).

De acordo com Ramalho e Jorge (2006) sdo requisitos necessarios na selecio de
antioxidantes para aplicagdo em alimentos: auséncia de efeitos indesejaveis sensoriais,
compatibilidade e facil aplicagcdo no produto desejado; estabilidade nas condigdes de processo
e armazenamento. Os antioxidantes nao podem ser toxicos, mesmo em doses muitos maiores
das que normalmente seriam adicionadas no alimento e devem apresentar eficacia em baixas
concentragoes (0,001 a 0,01%). Além disso, os antioxidantes devem possuir legislacao
especifica e ter custo acessivel.

Calegari et al. (2020) citam a crescente tendéncia ao uso de antioxidantes de origem

natural, dentre os quais estdo geleia real, a propolis, o orégano, extratos de cha, e algumas
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plantas que aparecem como uma opg¢ao de reduzir os efeitos adversos associados aos sintéticos.

Alguns estudos toxicologicos citam os inibidores sintéticos de oxidagdo
amplamente utilizados: hidroxitolueno butilado (BHT) e hidroxianisol butilado (BHA) na
promog¢ao do desenvolvimento de células cancerigenas em ratos. Devido aos efeitos
cancerigenos dos antioxidantes sintéticos, o interesse pelos antioxidantes naturais aumentou,
em particular, em ervas e especiarias como fontes inofensivas para a obtengao de antioxidantes
naturais (AYDIN; KAHYAOGLU, 2019; MARINOVA, 2007).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, sinergistas, removedores
de oxigénio, biologicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos. Os primarios sdo compostos
fenodlicos que promovem a remogdo ou inativagdo dos radicais livres formados durante a
iniciagdo ou propagagdo da reagdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio a estas
moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia. Os antioxidantes mistos incluem compostos de
plantas e animais que tém sido amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre
eles estdo varias proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados de acido cindmico (4cido
caféico) (RAMALHO; JORGE, 2006).

A neutraliza¢ao da oxidagao pode ocorrer por duas maneiras diferentes, protegendo
os lipidios alvo dos iniciadores da oxidacao ou paralisando a fase de propagacao. No primeiro
caso, os chamados antioxidantes preventivos dificultam a formagdo de radicais livres ou
eliminam as espécies responsaveis pelo inicio da oxidagdo. No segundo caso, os chamados
antioxidantes de 'quebra de cadeia' interceptam propagadores de radical da oxidacdo ou
participam indiretamente na interrupcdo da propagacdo da reacdo em cadeia. No entanto,
geralmente os antioxidantes agem através de mecanismos mistos que combinam diferentes tipos
de oxidagdo (LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007)

Cada sequestrante de radicais livres (SRL) ou antioxidante, ¢ capaz de inativar pelo
menos dois radicais livres, sendo que o primeiro ¢ desativado quando o SRL interage com
radiciais peroxil ou alcooxil, e o segundo quando o SRL*® entra em reagdo de terminacao com
outro SRL* ou radical lipidico. Os compostos fenolicos possuem muitas propriedades de SRL
eficientes. Eles doam um hidrogénio de seus grupos hidroxil, sendo que o radical fendlico
subsequente pode apresentar baixa energia, pois o radical ¢ deslocalizado ao longo da estrutura
do anel fendlico. (BOBBIO; BOBBIO, 1984; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Entre os compostos fenolicos encontrados nas plantas, os flavonoides sdo a classe
de polifenois mais amplamente estudada em relagdo as suas atividades antioxidantes e
bioldgicas. A atividade antioxidante, in vitro, é capaz de eliminar uma grande variedade de

espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). Assim, a doagdo
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rapida de um atomo de hidrogénio a radicais lipidicos por esses antioxidantes fendlicos pode
ser uma das formas de impedir a oxidagdo lipidica (Figura 3). Nesse sentido, os antioxidantes
fendlicos sao doadores excepcionais de hidrogénio ou elétrons (BONIN et al., 2020;

MAQSOOD et al., 2014; RIVERO-CRUZ et al, 2020; ZUCCOLOTTO et al., 2019).

Figura 3 - Esquema mostrando a oxida¢do de um acido graxo poli-insaturado (AGP) e o papel
dos compostos fendlicos (PP) na prevencao da oxidagao de lipidios.
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Fonte: Magsood et al. (2014) com adaptacdes.

3.2.2 Prépolis

A propolis, também chamada de cola de abelha, ¢ uma substiancia resinosa
produzida por abelhas a partir de brotos e exsudatos de plantas selecionadas. Depois de coletado,
o material é biotransformado, enriquecido pela adicdo de cera e secregdes salivares e
enzimdticas da propria abelha (BRASIL, 2001). Etimologicamente, o termo “propolis” ¢ de
origem grega: “pro” significa “na frente de / para” e “polis” significa “cidade”, ou seja, na frente

(ou para defesa) da cidade, ou em defesa da colmeia.
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Para as abelhas, a propolis ¢ utilizada para selar buracos e rachaduras na colmeia e
nos favos de mel, além de suavizar as paredes internas. Desempenha também papel de defesa
quimica contra microrganismos € como embalsamadora de intrusos maiores € mortos (insetos,
pequenos animais) que morreram na colmeia e sdo grandes demais para serem removidos pelas
abelhas (GHISALBERTI, 1979 ).

As atividades bioldgicas das propolis tém sido relatadas como antibacteriano,
antiinflamatoério, antiviral, antifingico, anestésico e antioxidante (ANDRADE et al., 2017;
ANDRADE et al., 2018; SIEBERT et al., 2019; JANSEN-ALVES et al., 2019). Ela ¢ um dos
muitos produtos naturais que vem sendo utilizado durante séculos pela humanidade devido
apresentar propriedades terapéuticas, dentre suas fung¢des benéficas. Os alimentos que contém
propolis sdo considerados alimentos funcionais (VARGAS-SANCHEZ et al., 2013).

As substancias identificadas na propolis sdo componentes tipicos de aditivos
alimentares e reconhecidas como GRAS (Generally Recognized As Safe). Deste modo, a
propolis mostra ser uma alternativa ao uso de conservantes sintéticos. Os compostos fenolicos
constituintes da propolis, sdo considerados antioxidantes naturais que reagem com espécies
radicalares e sdo consumidos durante a reacdo (NEDJ et al., 2014; NORI et al., 2011).

A encapsulagdo de extratos de propolis ¢ uma tendéncia crescente em alimentos,
devido sua agdo antimicrobiana e antioxidante. O extrato possui sabor amargo e aroma forte
quando consumido in natura, o que limita sua aplicacdo em alimentos. A tecnologia de
microencapsulagdo torna-se uma alternativa viavel para uso desse composto como aditivo
alimentar, reduzindo a volatilidade, reatividade e higroscopicidade e, aumentando a estabilidade

do produto final (LIMA et al.; 2020; LIMA, 2015; DA SILVA et al., 2013)

3.2.2.1 Propriedade antioxidante das propolis

A capacidade antioxidante presente nas propolis deve-se principalmente a
combinac¢do de compostos fendlicos e flavonoides contidos. Ha um alto grau de correlagdo entre
essas substancias e uma acdo sinérgica entre mais de 300 substancias identificadas, como
aminoacidos, acidos fenolicos, flavonoides, diterpenos, esteroides, aldeidos e cetonas (VIUDA-
MARTOS et al., 2008; REIS et al., 2017). Esses compostos bioativos atribuem para a propolis
capacidade anticancer, anti-inflamatdria, bactericida, viricida, imunoestimulador e antioxidante
in vivo e in vitro (IBARRA-ESPAIN et al., 2020).

Somente uma amostra pode conter mais de 100 compostos, destacando-se os acidos

fendlicos, ésteres e flavonoides (flavonas, flavanonas, flavonois, diidroflavonois, chalconas),



30

terpenos, P-esteroides, aldeidos aromaticos, alcoois, sesquiterpenos, naftaleno e derivados de
estilbeno. Os flavonoides sdo considerados como os principais compostos responsaveis pelos
efeitos bioativos da propolis, exercendo funcao antimicrobiana e antioxidante (LIMA, 2006).

Fatores ambientais como o tipo de solo, clima, estacdo do ano, a fonte de flores do
néctar, fatores genéticos e métodos de processamento da propolis, como pelo simples fato de
necessidade/fun¢ao da colmeia influenciam na capacidade antioxidante, como por exemplo
defesa microbiologica, defesa fisica, térmica, conter umidade, luminosidade ou ser uma simples
defesa em fechar frechas ou mumificar animais maiores. Em outras palavras, a atividade
antioxidante da propolis ird depender de sua origem e obtengdo. Embora seja comprovada a
bioatividade de compostos fenolicos e flavonoides, o mecanismo de acdo exato ainda ¢
desconhecido. Entre os mecanismos propostos estdo o sequestro de radicais livres, doagao de
hidrogénio, quelagdo de ions ou sua atuacdo como substrato para radicais como superdxido e
hidroxilo (VAN ACKER et al., 1996).

De acordo com Egi (2003), os radicais livres e a peroxidagdo lipidica sdo
conhecidos por induzirem danos celulares e desempenharem um papel importante no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, artrite reumatoide, cancer, alteracoes
inflamatorias e processos de envelhecimento Apesar da existéncia de substancias antioxidantes
no organismo em si, hd extensivas linhas de pesquisas na busca de novos componentes que
apresentem essas propriedades. Nesse sentido, equipes cientificas demonstraram a importancia
dos flavonoides, uma das substincias presente na composi¢ao de propolis de alta capacidade
antioxidante. A propriedade antioxidante da propolis pode ser atribuida a efeito de scavening
dependente da dose contra radicais e contra os radicais superoxidos.

Calegari et al. (2020) reportam as atividades biologicas de potencial antioxidante
dos compostos fenolicos as estruturas quimicas de seus compostos aromaticos € grupos
hidroxila, os quais apresentam potencial redox. Como os compostos bioativos geralmente
apresentam baixissimas solubilidades e biodisponibilidades devido ao seu carater hidrofobico,
o uso da microencapsulagdo tem se mostrado uma importancia consideravel, pois melhora a
solubilidade e absor¢ao dos compostos flavonoides (BUSCH et al., 2017)

Isla et al. (2001) encontraram uma correlagdo positiva entre o conteudo de
flavonoides de algumas propolis argentinas e a porcentagem de inibicao da oxidacdo lipidica.
De acordo com a cinética da oxidagdo, as propolis inibiu a oxidacdo lipidica durante as fases
de iniciacdo e propagacdo. A extensdo da oxidacao foi medida pelo ensaio da substancia reativa
ao acido tiobarbiturico, inibindo ou retardando o malonaldeido, sugerindo os extratos de

propolis como uso de fonte antioxidante natural.
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Muitos produtos alimenticios podem ser transformados em pd, para proporcionar
maior vida util e para proteger a atividade de componentes bioativos. A técnica de secagem por
aspersao tem sido utilizada héd mais de um século, mas continua sendo um campo ativo de
inovacdo, impulsionada pela crescente demanda producdo de particulas mais aprimorada
(ENGEL, 2017).

Compostos bioativos geralmente apresentam solubilidades e biodisponibilidades
muito baixas devido ao seu carater hidrofobico, o p6 mostra uma importancia consideravel, pois
melhora a solubilidade e absor¢ao dos compostos flavonoides, além de reduzir sua degradacao
térmica. As propriedades fisico-quimicas dos pos e a retencao de compostos bioativos podem
ser modificadas pela adi¢do de outro ingrediente (BUSCH et al., 2017; JANSEN-ALVES et al.,
2019). Devido as propriedades de sua natureza, as propolis ndo podem ser dissolvidas em dgua
(hidrofobica) e faz com que o corpo humano tenha dificuldades na absor¢ao. Com o proposito
de tornar a propolis de facil absorgdo para o corpo, por seus componentes bioativos, uma das
solugdes seria o processamento da propolis, usando-se da técnica de encapsulacdo com uma
micela de caseina como revestimento (SAHLAN et al., 2017).

Outro fator importante na encapsulacao de propolis por secagem em secador spray
dryer é a opgao para evitar caracteristicas sensoriais indesejaveis, proteger a bioatividade e

alargar a dosagem por uma matriz de encapsulacao soltvel em agua (DA SILVA et al., 2013).

3.3 Produto lacteo lipidico - manteiga

Entende-se por manteiga o produto gorduroso obtido exclusivamente pela batedura
e malaxagem, com ou sem modificacdo biologica do creme pasteurizado derivado
exclusivamente do leite de vaca, por processos tecnologicamente adequados, sendo possivel o
uso de ingredientes opcionais como sal e fermentos laticos (manteigas maturadas), além de
corantes naturais ou sintéticos (bixina orellana, B-caroteno e circuma ou curcumina) e alguns
coadjuvantes como sais neutralizantes (BRASIL, 1996). A gordura lactea ¢ componente
obrigatdrio, devendo encontrar-se em média de 80 a 83%, completando a composicdo com
aproximadamente 15% de 4gua e geralmente menos de 0,5% de carboidratos e proteinas
(SANTOS, 2009; QUEIROS; GRIMALDI; GIGANTE, 2016).

O regulamento técnico de identidade e qualidade de manteiga estabelece que a
manteiga pode ser classificada como manteiga extra ou manteiga de primeira qualidade, onde
essas podem receber designagdo de vendas: manteiga ou manteiga sem sal, manteiga salgada

ou manteiga com sal. A manteiga maturada serd quando adicionada de fermento lactico
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(BRASIL, 1996). Ja a Resolugdao n°04 de 28 de junho de 2000, institui a manteiga comum,
como creme obtido a partir do desnate do soro, regulamentada apenas no mercado brasileiro.

A manteiga possui vida de prateleira relativamente longa, porém durante o periodo
de armazenamento, a acdo do oxigénio, luz, dgua, calor, enzimas e micro-organismos podem
ocasionar alteragdes no sabor (rango) e cor, principalmente. Incialmente, as reagdes com o
oxigénio agem na porcdo insaturada das cadeias de hidrocarbonetos ou acidos graxos
insaturados em ligagdes duplas provocando a formagdo de peroxidos e hidroperoxidos
(O’CONNOR; O’BRIEN, 2006; AYDIN; KAHYAOGLU, 2019) proveniente do acimulo de
acidos graxos livres (AGL) resultantes da hidrolise de triacilglicerois gordurosos do leite por
lipases (lipoplise) e da oxidacdo de acidos graxos (FRANCISCO et. al., 2017).

A gordura do leite € constituida de triglicerideos formados em média por 400 tipos
acidos graxos saturados de cadeia média e longa. A diferenca esta no comprimento da cadeia
(C4 a C18) com grau de saturagdo de 65% e grande variedade de espécies de peso molecular
de 28 a 56 atomos de carbono, fundindo-se dentro de uma ampla faixa de temperatura (-40 a
40 °C) (OZKANLI; KAYA, 2007; QUEIROS; GRIMALDI; GIGANTE, 2016). O nivel de
antioxidantes desempenha um papel importante na estabilidade oxidativa, uma vez que a
oxidacao dos lipidios ¢ altamente influenciada pelos acidos graxos insaturados de cadeia longa,
que sdo particularmente suscetiveis a oxidagao e podem dar origem a sabores estranhos (SILVA
et al., 2019).

Essas reacdes recorrentes na manteiga podem ser desencadeadas por fermentacao
bacteriana, acdo quimica ou catalitica ou pela combinacao delas. Isto gera uma das maiores
preocupagoes no setor lacteo (OZKANLI; KAYA, 2007; VEBERG et al., 2007; QUEIROS;
GRIMALDI; GIGANTE, 2016; SOULTI; ROUSSIS, [s.d.]).

As vias de contaminagao das manteigas por bactérias causam dois tipos de
deterioragdo: a primeira conhecida como “mancha de superficie” ou putrefacdo, causada pela
Pseudomonas putrefanciens (4 a 7 °C) com crescimento na superficie da manteiga pronta,
tornando-se visivel entre 7 e 10 dias. O odor se deve a presenca de certos acidos organicos,
especialmente o acido isovalérico. A segunda deterioragdo € a rancidez causada pela hidrolise
da gordura com a liberagdo de acidos graxos livres, ou alteradas para peroxidos por oxidagao e
depois para polimeros, aldeidos, cetonas ou acidos graxos a medida que a oxidagdo prossegue
(AYAR et al., 2001; MORAES et al., 2007).

Os antioxidantes minimizam a degradac¢ao lipidica (gorduras e 6leos) de alimentos
oriundos de animais e vegetais. Uso de recursos naturais antioxidantes em vez dos sintéticos se

tornou cada vez mais utilizado com a finalidade de prolongar a validade de dleos e gorduras



33

(AYAR et al., 2001). A aplicagdo de antioxidantes naturais, como extratos de plantas que
contenham elevadas quantidades de fenolicos, tocoferois, flavonoides ¢ uma solucao saudavel

para o problema (NADEEM et al., 2013).

3.4 Processo de rancidez em alimentos gordurosos

Os lipidios s@o um amplo grupo de compostos quimicamente diversos, soluveis em
solventes organicos. Os alimentos lipidicos, sdo indicados como gorduras (s6lidas) ou 6leos
(liquidos), geralmente correspondendo a estado fisico em temperatura ambiente. Quase sempre
sdo encontrados na forma de triglicerideos, compostos por 4cidos graxos, os quais
desempenham importante papel na qualidade sensorial dos alimentos e em seu valor nutritivo
por serem fontes de energia. Esses acidos graxos, quando presentes em alimentos, podem ser
saturados ou insaturados, sendo as estruturas mais susceptiveis a oxidagdo (SOARES et al.,
2012).

Além da oxidagdo (conhecida como rancidez oxidativa), os lipidios podem sofrer
lipdlise (rancidez hidrolitica) a qual consiste na hidrolise das ligacdes éster. A via de oxidagao
dos acidos graxos possuem o mecanismo tradicionalmente descrito por diferentes caminhos:
reacdes hidroliticas, oxidacao enzimatica, fotoxidacao e auto-oxidacao, considerada o principal
mecanismo de oxida¢do dos 6leos e gorduras (RAMALHO; JORGE, 2006).

A deterioracao dos compostos gordurosos ¢ um fendmeno espontaneo e inevitavel,
com complexas reagdes quimicas resultantes da interacdo de lipidios com oxigénio (DE LIMA
JUNIOR et al., 2013), destacando-se como problema de qualidade, industrial, comercial e
nutricional, dentre eles o aparecimento de odores indesejados e a diminuicao da estabilidade
oxidativa causados pelos acidos graxo livres (DEREWIAKA et al., 2011).

O consumo de alimentos afetados pela rancificacdo lipidica esta associada ao
envelhecimento, inflamagdes no intestino, doencgas cardiacas ¢ até canceres. Por estas razdes, a
alta estabilidade oxidativa dos lipidios ¢ muito importante para satide do ser humano, sendo
frequentemente um dos fatores decisivos para determinar o prazo de validade de produtos

alimenticios (SENEL; ATAMER; OZTEKIN, 2011).
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3.4.1 Rancificagdo hidrolitica

Quando a liberacao de acidos graxos livres, a partir de um esqueleto de glicerol
(Figura 4), resulta no desenvolvimento de sabor desagradavel, por exemplo: 4cidos graxos
livres volateis de baixo peso molecular que geram aromas desagradaveis, ou acidos graxos de
cadeia longa que geram sabor de sabdo, ocorre o que se chama de rancidez hidrolitica. Mesmo
assim, alguns produtos, como queijo, os acidos graxos de cadeia curta sdo importantes, pois
contribuem para o perfil de sabor. Os acidos graxos livres podem ser liberados a partir de
triacilglicerideos por enzimas chamadas lipases (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010).

Figura 4 - Reag¢do de hidrdlise catalisada pela lipase.
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Fonte: Lason e Ogonowski (2010) com adaptagdes.

A hidrélise gerada na rancificacdo causa a separagdo das cadeias de acidos graxos
do nticleo do glicerol presente nos glicerideos. Em contrapartida, o processo de oxida¢do ocorre
no carbono vizinho de uma dupla ligagdo. Uma vez formados, os radicais livres propagam-se
rapidamente aumentando o consumo de oxigénio € comecam a ser perceptiveis em alteragoes
sensoriais. Nessa fase, ha um aumento da concentracdo dos hidroperoxidos de tal forma que a
sua decomposicao produz quantidades perceptiveis de seus produtos de decomposi¢cdo que ¢é
acelerada pela presenca de acidos graxos livres que fornecem protons aos hidroperoxidos
propiciando sua rapida decomposigdo (CURI; POMPEIA; MIYASAKA; PROCOPIO, 2002).

A gordura do leite e de seus derivados ¢ muito suscetivel a rancidez hidrolitica,
devido as lipases. Quando essa reagdo ocorre em produtos lacteos, hé liberacao de acido butirico,
o que altera as propriedades sensoriais desses alimentos, gerando sabores distintos nos produtos
derivados do leite (NESPOLO et al., 2015).

A oxidacao de gorduras lacteas ocorre por foto-oxidacdo ou ¢ catalisada por ions

metalicos. Dentre os minerais presentes na composicdo do leite, podemos encontrar ferro e
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cobre, potentes catalisadores da oxidagdo de lipidios. No entanto, esse efeito ¢ contrabalancado
pela presenca de acido ascorbico, tocoferol e principalmente pela interagdo da caseina com os
metais de transi¢do (Cu e Fe), evitando contato do metal com o triacilglicerol. Caso o leite nao
seja tratado termicamente de forma adequada, ocorre o desenvolvimento de micro-organismos
como o Staphylococcus aureus, que libera lipases, provocando a rancidez hidrolitica em
produtos derivados como, por exemplo, a manteiga. Como o leite € rico em acidos graxos de
cadeia curta (C4 a C12), a rancidez hidrolitica representa sério problema na qualidade deste

produto (CURI; POMPEIA; MIYASAKA; PROCOPIO, 2002).

3.4.2 Rancificagdo oxidativa

Os triacilglicerois e os fosfolipidios tém pouca volatilidade e, portanto, nao
contribuem de forma direta para o aroma dos alimentos, somente durante as reagdes de oxidagao
dos lipidios, que os 4cidos graxos esterificados em triacilglicerois e fosfolipidios decompdem-
se formado moléculas pequenas e volateis produzindo os aromas indesejados conhecidos como
rancidez oxidativa (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Conhecida como auto-oxidag¢do, a rancidez oxidativa € a responsavel principal pela
deterioracdo dos alimentos ricos em gorduras. Destaca-se como o mecanismo chave, onde o
oxigénio reage com muitos substratos organicos para produzir hidroperdxidos e outros
compostos oxigenados, através de uma reagao em cadeia de radicais livres (Figura 5) que pode
ser descrito em termos de um processos trifasico (iniciagdo, propagacdao e finalizacao)

(LAGUERRE; LECOMTE; VILLENEUVE, 2007).

Figura 5 - Esquema geral do mecanismo da oxidacgao lipidica.
Iniciaciio RH — R+H
Propagacio — R*+0, — ROO"

ROO*+RH —* ROOH + 1_('

Término ROO*+ RY — ROOR
Produtos
Estaveis

ROO"+ ROO" —r ROOR + 0,

R*"+R* — RR

RH — Acido graxo insaturado; R* — Radical livre; ROO® — Radical peréxido e ROOH — Hidroperdxido.
Fonte: Ramalho e Jorge (2006).
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As reacdes de auto-oxidagdo apresentam normalmente um periodo de indugao (PI),
periodo durante o qual muita pouca mudanga ocorre nos lipidios. Apés o término do PI a
deterioragdo oxidativa dos lipidios ocorre mais rapidamente com a presenca dos compostos
aromaticos volateis. O PI ¢ medido como o tempo necessario para atingir um ponto final de
oxidacdao. Uma consequéncia do aumento acentuado na concentracio desses componentes apos
o término do periodo de indugdo, ¢ que a taxa de deterioragao dos alimentos ¢ relativamente
insensivel com relagao ao contetido exato de gordura dos alimentos (MORETTO; FETT, 1998).

A cinética da oxidacdo de lipidios nos alimentos costuma apresentar uma fase
estacionaria (fase lag) seguida pelo aumento exponencial da taxa de oxidagdo. O tamanho da
fase lag ¢ importante para processamento de alimentos, pois esse € o periodo em que a rancidez
nao ¢ detectada e a qualidade do alimento ¢ elevada. Assim que passa essa fase e alcanga-se a
fase exponencial, a oxidagao dos lipidios e o desenvolvimento de aromas indesejaveis ocorrem

com rapidez (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

3.4.3 Métodos de avaliagao da inibi¢do da oxidagao lipidica

O comportamento de estabilidade oxidativa de 6leos ou gorduras foi foco de estudo
para desenvolvimento de métodos avaliativos. Essas metodologias aceleram o processo de
deterioragdo e fornecem resultados relacionados a resisténcia ou suscetibilidade a oxidacao. A
amostra ¢ submetida a um teste de oxidacao acelerada, sob condi¢des padronizadas € um ponto
final € escolhido, no qual se encontram sinais de deterioragdo oxidativa. A partir da analise de
estabilidade oxidativa obtém-se como parametro, o periodo de induc¢ao definido como o tempo
para se atingir um nivel de rancidez detectavel (SHAHIDI; WANASUNDARA, 2008).

A avaliagdo do grau de oxidagdo geralmente ¢ feita na escolha do estagio mais
adequado para a determinacdo. Procura-se avaliar, em condigdes padronizadas e selecionando
um determinado parametro indicador, neste caso, o periodo de indugdo (PI) da reacdo, € o tempo
necessario para atingir um ponto final de oxidacdo correspondente a um nivel detectavel de
ranco ou uma mudanga subita na velocidade de oxidagao (AUGUSTO, 2013).

A estabilidade de oxidagao lipidica ¢ medida sob condi¢des padronizadas de testes
de oxidagdo acelerada. Para se acelerar, os testes incluem elevacao de temperatura, adicao de
metais, aumento da pressdo de oxigénio, estocagem sob luz e agitagdo. Porém, o aquecimento
¢ 0 meio mais utilizado e eficiente para acelerar a oxidacdo e o desenvolvimento da rancidez

em Oleos e emulsdes (ANTONIASSI, 2001; FRANKEL,1993).
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Silva, Borges e Ferreira (1998) estabeleceram a distingdo entre os testes para
determinag¢do da estabilidade oxidativa nas condi¢cOes normais de armazenamento ou de
distribuicao (testes de estabilidade em tempo real) e a avaliacdo da resisténcia a oxidagao
efetuada por testes preditivos, os quais promovem um envelhecimento acelerado (testes de
estabilidade acelerados).

O método de estufa (Schaal oven test) apresenta menos limitacdes que outros
métodos acelerados e o ponto final representa o0 menor grau de oxidagcdo da amostra. Os valores
encontrados tém boa correlagdo com as avaliagdes de vida de prateleira. Entretanto, foi
observado que ndo existe padronizagao para o teste de Schaal e que se colocados a temperaturas
de 100 °C ou mais, os resultados serao duvidosos (ANTONIASSI, 2001; FRANKEL,1993).

A medicdo de hidroperdxidos de &cidos graxos ¢ um método comum para avaliar a
qualidade oxidativa de lipidios. A maioria dos métodos que medem hidroperdxidos lipidicos
baseia se na capacidade dos hidroperoxidos de oxidar compostos indicadores. Os valores de
peroxidos sdo expressos em miliequivalentes (mEq) de oxigénio por quilo de matéria graxa. A
avaliacdo deste parAmetro de oxidagdo é geralmente efetuada pela determinacio do Indice de
peroxidos (IP) (FRANKEL,1993; DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Os produtos secundarios da oxidagdo de lipidios sdo compostos que surgem da
decomposi¢do de hidroperoxidos de acidos graxos por reagdes de P-clivagem. Essas reagdes
podem gerar centenas de compostos distintos, tanto volateis como nao volateis, a partir da
oxidagdo de lipidios nos alimentos. Como ¢ impossivel medir todos esses compostos a0 mesmo
tempo, estes métodos costumam visar a analise de um composto individual ou de uma classe
de compostos. O método do acido 2- tiobarbitirico (TBA) ¢ baseado na rea¢do de cor entre
TBA e produtos de oxidacdo de lipidios poli-insaturados. O teste ¢ simples, sensivel e muito
preciso baseado na reagdao do acido tiobarbitirico com produtos de decomposi¢ao dos
hidroperéxidos. Um dos principais produtos formados no processo oxidativo é o malonaldeido
(MA), um aldeido com 3 atomos de carbono (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1998).

Uma das técnicas para determinacdo da estabilidade oxidativa baseada no aumento

da condutividade elétrica ¢ pelo Rancimat (Figura 6).



Figura 6 - Descricao esquematica do Rancimat.

—
Fhmo de ar

Recipiente de medicio

Célula de medigo de
condutividade

Eletrodo de medicio

Recipiente de reacdo

Amostra

Bloco de aquecimento

Fonte: Augusto (2013) com adaptagdes.

38

Condusavidade (xS'cm}

¢

LU I O T T U U O I O Y
1 !
2 b ‘

lempo ()

O método Rancimat é um teste instrumental automatizado baseado na determinagao

condutométrica de produtos de degradacdo volateis, produzidos durante a auto-oxidacdo de

gorduras a temperatura igual ou superior a 100 °C, e apresenta plotagem automatica da

condutividade em funcdo do tempo (FRANKEL, 1993). A avaliagdo ¢ realizada graficamente

apos a conclusao do experimento. O fluxo de ar passa através do 6leo (mantido sob aquecimento

em temperatura que varia de 100 a 140° C), depois borbulha em 4gua deionizada, arrastando os

acidos carboxilicos volateis (principalmente 4cido férmico), gerados do processo de oxidacao,

que se solubilizam, aumentando a condutividade elétrica da 4gua (ANTONIASSI, 2001).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matérias-primas

Durante a pesquisa foi utilizada propolis fornecida por um apicultor da regido
Noroeste do Estado do Ceara coletada em fevereiro de 2019 de colmeias de abelhas Apis
meliferas procedente do apidrio localizado no Morro do Barriga sob coordenadas 3°34'59.07"S
40°18'53.52"0, na cidade de Sobral- Ceara.

A propolis foi coletada diretamente nas colmeias por raspagem das tampas e das
melgueiras, retirando-se das fendas entre a parte inferior da tampa e a melgueira superior de
dez colmeias, tendo o cuidado de ndo atingir a madeira de ambas as partes da colmeia. Apds a
raspagem, a propolis coletada foi acondicionado em sacos plasticos devidamente etiquetados e
acondicionados em isopor com gelo para conservagao sob refrigeragdo e encaminhado para o
Laboratorio de Tecnologia de Quimica (LTQ) do IFCE Campus Fortaleza, onde permaneceu
armazenado em freezer (-2° C) por uma semana até inicio dos experimentos.

A propolis de abelhas africanizadas utilizada foi caracterizada quanto a umidade,
teor de cinzas, determina¢do de ceras, solidos soluveis, massa mecanica, fenolicos totais e
determinagdo de flavonoides, antes da utilizacdo neste estudo a fim de confirmar pesquisas
anteriores por Lima et al (2018), visto que as propriedades bioativas da propolis podem variar
de acordo com sua safra. Os valores obtidos estavam dentro dos parametros estabelecidos para
os padroes de identidade e qualidade da propolis (BRASIL, 2001).

O soro de leite liquido (subproduto do queijo coalho) e a manteiga (Lot 3;
30/01/2020) foram produzidos por uma industria de laticinios da cidade de Maranguape, Ceara.

A maltodextrina e a goma arabica foram adquiridas em comércio local da cidade de

Fortaleza, Ceara.
4.2 Purificacao da propolis de abelhas africanizadas e preparo do extrato hidroalcoéolico

Com base na metodologia de Busch et al. (2017), a amostra de prdopolis bruta
coletada foi congelada (-17 °C) para em seguida ser triturada em liquidificador convencional e
dispersa em etanol 70% para extracdo dos compostos bioativos. O processo de extracdo foi
realizado deixando a propolis em infusdo a 35 °C por 24 h em incubadora com agitag¢do orbital
MA 410 (Marconi®). Posteriormente, o material foi centrifugado a 6000 rpm por 10 min,

obtendo-se o extrato etandlico de propolis (EEP). O processo foi repetido duas vezes visando a
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maxima recuperagao dos compostos bioativos. O volume final foi reduzido em rota-evaporador
digital B - 491 da BUCHI, acoplado a uma bomba de vacuo usando as seguintes condigdes: 80
rpm; pressdao de 7700 Pa e banho-maria com temperatura de 45 °C, até o extrato etandlico de
propolis atingir 0,317 g/mL. Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia

Quimica (LTQ) no IFCE Campus Fortaleza.
4.3 Estudo para selecao de agente encapsulante

Um delineamento experimental foi realizado a fim de se determinar as melhores
condicBes de secagem do spray dryer no encapsulamento do extrato de prépolis por uma
mistura de maltodextrina, goma ardbica e soro de leite. A partir dos resultados e posterior
analise, definiu-se as melhores condicdes de secagem do spray dryer. A seguir, nestas
condicdes, foram testadas outras duas formulacdes variando-se 0s encapsulantes. As analises
comparativas da eficiéncia antioxidante foram feitas segundo a metodologia do radical ABTS
(RUFINO et al., 2007).

O soro de leite in natura antes de ser utilizado como material de parede, foi
desidratado isoladamente por aspersao em secador spray dryer com temperatura de entrada do
ar de secagem a 180 °C e vazdo de alimentacio de SmL.min"!, conforme Andrade (2013). O
soro de leite nos estados liquido e em po6 foram caracterizados em termos de proteina bruta
utilizando o método micro Kjeldahl, aplicando um fator de conversdo (6,38) para nitrogénio

total em proteinas (IAL, 2005).

4.3.1 Delineamento experimental

O planejamento experimental realizado com as matrizes poliméricas como agente
encapsulante maltodextrina, goma ardbica e soro de leite, foi via aspersao em secador spray
dryer. Os parametros de temperatura do ar na entrada e vazdo de alimentagdo (pump) do
equipamento foram utilizados como variaveis de entrada para varidveis respostas com obtencao
das maiores atividade antioxidante e rendimento do pd de extrato de propolis de abelhas
africanizadas.

A secagem foi realizada em spray dryer modelo B-290 da Biichi® com dimensdes
de 60 x 50 x 110 cm, 48 kg e capacidade méxima de secagem de 1 L/h de 4gua. O fluxo de ar
de 35 m>.h! (taxa de aspiracdo 100%) e de ar comprimido de 357 L.h™! (altura minima do

rotametro de 30 mm) foram mantidos constantes nos processamentos. Todos os ensaios foram
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feitos em triplicata, conduzidos em escoamento concorrente utilizando um sistema duplo fluido
com bico pulverizador de 0,7 mm de diametro.

Antes de se iniciar a secagem foi realizado o calculo percentual para elaboragao da
formulagdo base conforme sugerido por Andrade (2013), Busch et al. (2017); Da Silva et al.
(2013) e Tosoni e Rodrigues (2013) com adaptagdes. A composi¢do inicial da formulagao de
entrada foi: 21,7% de extrato etandlico de propolis de abelhas africanizadas (EEP); 33,8 % de
soro de leite (SL); 16% de maltodextrina (MD); 8% de goma ardbica (GA) e 20,6% de agua.
Oportunamente, a goma arabica foi dispersa em agua a 40 °C com auxilio de um agitador
mecanico digital, seguidos da maltodextrina e de p6 de soro de leite. Todos os componentes
foram posteriormente homogeneizados com o EPP em um sistema tipo Ultra-Turrax T16 a
15000 rpm por 5 min, sendo levados posteriormente para o spray dryer. O processo de secagem
foi mantido em agitacao, utilizando placa com agitador, evitando decantagdao dos constituintes.

Para a otimizagdo da producdo de po partindo da composicio inicial citada
anteriormente, foi selecionado um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
contendo quatro ensaios fatoriais e dois niveis (2%), quatro ensaios axiais (2x2) e o ensaio central
repetido trés vezes, totalizando 11 ensaios. As variaveis independentes foram temperatura do ar
na entrada e vazao de alimentacdo. E como variaveis dependentes a atividade antioxidante e o

rendimento (Tabela 1).

Tabela 1 - Dominio experimental das varidveis estudadas na encapsulagdo do extrato de propolis
em soro de leite via aspersdo spray drying.

Niveis
Variaveis independentes
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Temperatura de entrada do ar de secagem (°C) 121,3 130 151 172 180,7
Vazio de alimenta¢do (mL.min") 4 5 7 9 10

Fonte: Autor (2021).

Os valores adotados nos niveis de planejamento das variaveis independentes se
basearam em referéncia de estudos relatados na literatura (ANDRADE, 2013; BUSCH et al.,
2017; DA SILVA et al., 2013a; DA SILVA et al., 2011b; TOSONI; RODRIGUES, 2013) e nos
limites de utilizacdo apresentados pelo equipamento. O rendimento (%) de elaboracdo e a
capacidade antioxidante pelo radical ABTS*" (umols de trolox/g) foram utilizados como
respostas experimentais. Os valores obtidos no delineamento experimental foram submetidos a

analise estatistica de variancia (ANOVA) ao nivel de significancia de 5%.
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A Tabela 2 apresenta a configurag¢@o do planejamento fatorial utilizado na pesquisa.
Os procedimentos operacionais foram realizados no Laboratdrio de Tecnologia Quimica (LTQ)

no IFCE Campus Fortaleza.

Tabela 2 - Planejamento experimental com valores codificados e reais para processo de secagem
por aspersdo em secador spray dryer do extrato de propolis em soro de leite.
Variaveis independentes

Ensaio
X1 X2 Tent (°C) Qatim. (ML.min™)
1 -1 -1 130 5
2 -1 1 130 9
3 1 -1 172 5
4 1 1 172 9
5 -1,41 0 121,3 7
6 1,41 0 180,7 7
7 0 -1,41 151 4,2
8 0 1,41 151 9,8
9 0 0 151 7
10 0 0 151 7
11 0 0 151 7

Tent = Temperatura de entrada. Qaiim = Vazao de alimentagdo. Fonte: Autor (2021).

O rendimento foi estimado segundo a Equacao 1 a partir da razao entre a massa dos
solidos presentes no po coletado ao final da secagem e a massa inicial de sélidos presentes no
extrato destinado a secagem, calculada a partir dos extratos secos de EEP e SL e das massas dos

outros encapsulantes utilizados.

_ (1 -Uext) mext

iR —" .100 (Equagao 1)

Onde: R = Rendimento do processo (%); Ups = umidade do p6 obtido na secagem (g/g); Uex. =
umidade do extrato submetido a secagem (g/g); mps = massa do p6 obtida na secagem (g); Mext.=

massa do extrato submetido a secagem (g).
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4.3.2 Teste de validacdo para obtengdo do po de extrato de propolis de abelhas africanizadas

em soro de leite (PPSL)

O planejamento experimental possibilitou obter os parametros no spray dryer para
elaboracdo do PPSL com valor elevado de atividade antioxidante dentre as formulagdes testadas,
sendo realizado posteriormente o ensaio de validagao comparando a utilizagdo da mistura dos
3 encapsulantes (PSSL, maltodextrina e goma ardbica), uma formulacdo contendo

maltodextrina e goma arabica e outra contendo apenas soro de leite como encapsulante.

4.4 Caracterizac¢io das propriedades fisico-quimicas e estruturais das microcapsulas

As caracterizacoes fisicas e quimicas do PPSL foram realizadas no Laboratorio de
Controle de Qualidade de Alimentos e Secagem da Universidade Federal do Ceara. As analises

executadas estdo descritas a seguir:

4.4.1 Umidade

O teor de umidade foi obtido ao se atingir 0,05 % de variagdo da massa por 30

segundos, utilizando analisador de umidade modelo ID50 sob temperatura 105 °C.

4.4.2 Higroscopicidade

A higroscopicidade foi avaliada a partir de 1,0 g de p6 em placa de Petri
previamente tarada a qual foi mantida em dessecador por 90 min a 24 °C e 75% de umidade
relativa utilizando solugdo saturada de NaCl, conforme Goula e Adamopulos (2008). A

higroscopicidade foi expressa em massa de dgua absorvida (g)/100g de amostra.

4.4.3 Solubilidade

Para a determinacdo de solubilidade 1,0 g da amostra foi dispersa em 100 mL de
agua destilada sob agitagdo de 2000 rpm por 5 min. Em seguida, a solucdo foi centrifugada a
3000 rpm por mais 5 min. Em seguida 25 mL do sobrenadante foram retirados e transferidos
para uma placa de Petri, a qual foi levada a estufa a 105 °C por 5 h. A solubilidade (%) foi
calculada a partir das massas de p6 antes e apds a secagem (CANO-CHAUCA, 2005).
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4.4.4 Aglomeracao (grau de caking)

Nesta andlise a amostra seca em estufa a 105 °C por 4 h foi resfriada até¢ a
temperatura ambiente, sendo em seguida pesada e transferida para uma peneira com abertura
de 500 um sendo agitada por 5 min em velocidade média, conforme Goula e Adamopoulos
(2008) com modificagdes. O grau de caking foi calculado pela razdo entre a massa do po6 retido

na peneira apés agitagao (g) e a massa de po inicial utilizada para o peneiramento (g).

4.4.5 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-ATR)

A anélise por FTIR foi feita em espectrometro de infravermelho Spectrum 100 FT-
IR da Perkin Elmer acoplado a um acessorio para pastilhas de brometo de potéassio (KBr). O
método com pastilha de KBr foi na propor¢ao de 1:100 (p/p) de catalisador: KBr. A resolugdo

¢ a velocidade de varredura de 10 scans/min. Antes das analises, as

adotada foi de 4 cm’
amostras foram secas em estufa a 120 °C por 3 h para remocao de umidade. Os espectros obtidos
foram registrados entre 4000 cm™ e 700 cm™!. As caracteriza¢des foram realizadas no LTQ do

IFCE Campus Fortaleza.

4.4.6 Tamanho de particulas e potencial zeta

O tamanho das particulas e o potencial zeta das amostras em solucdo foram
determinados através de um Nano Zeta Sizer Malvern 3600 utilizando um feixe de luz vermelha
(A = 633 nm) conforme Chang et. al (2020) com adaptacdes. Na andlise, as amostras sao
dispersas em agua destilada (0,1%) e deixadas em agitacdo por 24 h. As andlises foram

realizadas em triplicata no LTQ do IFCE Campus Fortaleza.

4.4.7 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

A avaliagdo da morfologia das microparticulas por microscopia eletronica de
varredura foi executada na Central Analitica da Universidade Federal do Ceara usando um
microscopio eletronico Quanta 450 - FEG (FEI) a 15 kV e ampliagdo de 300 a 3000x. Conforme
recomendado por Jansen-Alves et al. (2019) uma pequena quantidade da amostra foi espalhada
em stub metéalico com fita de carbono e revestida com fina camada de ouro sob vacuo com o

auxilio um de dispositivo de revestimento de pulverizagdo catdodica.
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4.5 Eficiéncia da microencapsulacio

A eficiéncia da microencapsulagdo foi realizada conforme Selamat, Muhamad e
Sarmidi (2009) com adaptagdes. A determinacdo foi dividida em duas etapas: primeiro a
extragdo de compostos fendlicos que ndo foram microencapsulados (livres), e segundo apds
ruptura das microparticulas para quantificar o teor de compostos fendlicos nelas contidas. O
resultado da eficiéncia da microencapsulagao foi em porcentagem calculado de acordo com a

Equagdo 2. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Eficiéncia da encapsulagdo(%) = (FTC — FTS) * 100/(FTC) (Equagio 2)

Onde: FTC = Total de fendlicos contidos nas microparticulas apds a ruptura e FTS = Total de

fenolicos ndo microencapsulados.

4.5.1 Extragdo de compostos fendlicos nao microencapsulados

Aproximadamente 0,2 g do microencapsulado foram dissolvidos em 8,0 mL de
etanol para extrair os compostos fenolicos localizados na superficie das microparticulas. A
mistura foi agitada a 250 rpm em incubadora com agitacao orbital MA — 410/CF da Marconi
por 20 min em temperatura de 35° C, seguida de 10 min de centrifuga¢do e 4000 x G.
Posteriormente, o conteudo total de compostos fendlicos do sobrenadante foi quantificado
usando um espectrofotdmetro, de acordo com a metodologia descrita por Melo; Matsuda e
Muradian-Almeida (2012) e Funari e Ferro (2006). O resultado obtido foi utilizado para calcular

a eficiéncia de encapsulacio.

4.5.2 Ruptura para liberagdo de compostos fendlicos retidos nas microparticulas

Para a ruptura e liberacdo dos compostos fenolicos contidos no interior das
microcapsulas foi pesada em torno de 0,2 g do microencapsulado em tubos de Falcon e
adicionados 10 mL de metanol 80% (v / v) acidificado (0,1% HCI). Em seguida, os tubos foram
levados para agitagao (250 rpm, 20 min, 35 °C) em incubadora orbital (MA — 410/CF), seguido
por mais 20 min de sonicagao em um aparelho ultrassom (UltraCleaner 1650, Unique) e 10 min
de centrifugagao (250 rpm). O conteudo dos compostos fenolicos totais (sobrenadante) foi

determinado usando um espectrofotdometro Evolution™ 60S UV-Visible da Thermo Scientifc
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de acordo com metodologia descrita no item 4.6.4. Os extratos obtidos apds a ruptura das
microparticulas foram utilizados para calcular a eficiéncia de encapsulacao e atividade

antioxidante das microcépsulas de propolis preparadas.

4.6 Determinacio da atividade antioxidante das microcapsulas

Para a caracterizagdo mais completa da atividade antioxidante foram realizadas
analises pelos métodos de captura do radical ABTS**, FRAP e DPPH, além da determinagio de

compostos fendlicos totais. As metodologias usadas estdo descritas a seguir.

4.6.1 Atividade antioxidante total pelo método de captura do radical livre ABTS*+

De acordo com a metodologia proposta por Andrade et al. (2017) uma aliquota de
30 puL do extrato obtido apo6s ruptura das microcapsulas como descrito no item 4.5.2, foi
transferida para tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS¢" e homogeneizada em vortex.
Apds 6 min, o valor de absorbancia foi lido a 734 nm em espectrofotdmetro Evolution™ da
Thermo Scientific. Diferentes concentragdes de Trolox variando de 0 a 0,0025 mmol Trolox/mL
foram usadas para construir a curva de calibragdo com base na equacdo de calibracdo: y = -
0,0002x + 0,5616 (R? = 0,9988). Por esta metodologia os resultados sdo expressos em
Capacidade (atividade) antioxidante ou Equivalentes de trolox (TEAC), onde um equivalente

de trolox corresponde a 1 umol de trolox/g de amostra.

4.6.2 Atividade antioxidante total pelo método de reducdo do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante através do método de redugdo do ferro (FRAP) foi
determinada de acordo com a metodologia proposta por Thaipong et al. (2006). Para a analise,
uma aliquota de extrato (descrito no item 4.5.2) de 90 pL foi transferida para tubos de ensaio,
com 270 pL de agua destilada, misturada com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizado em
um vortice e mantido a 37 °C em banho-maria. A absorbancia o valor foi lido em
espectrofotometro Evolution™ 60S da Thermo Scientifc a 595 nm apds 30 min. Uma curva de
calibragdo foi construida com base na equacdo de calibragio: y =0,0006x - 0,1188 (R?=0,9968).

Os resultados foram expressos em termos de pmols Trolox por g de propolis.
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4.6.3 Atividade antioxidante total pelo método de captura do radical livre DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada pelo método de eliminacao do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) recomendado descrita por Andrade et al. (2017). Foi
misturada uma aliquota de 250 pL do extrato (item 4.5.2) com 1,25 mL de DPPH. Ap6s 5 min,
a absorbancia foi lida a 517 nm realizada em espectrofotometro Evolution™ da Thermo
Scientific. As leituras foram comparadas com os controles, contendo etanol 95% em vez de
extrato. Diferentes concentragdes de Trolox variando de 0 a 0,3 mmol Trolox/mL foram usadas
para construir a curva de calibragdo com base na equacgdo: y = 0,257x + 2,6976 (R*>=0,9908) e

os resultados foram expressos em termos de pmols Trolox por g de propolis.
4.6.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Na determinacdo sdo adicionados 5 mL do reagente de Folin-Denis e 10 mL de
carbonato de sddio 20% aos padrdes de acido em baldo de 100 mL. Ao fim do preparo, as
solucdes sdo deixadas em repouso, por 30 min, a temperatura ambiente e, entdo, efetuada a
leitura a 760 nm. Para quantificagcdo das amostras, utilizou-se o mesmo procedimento
substituindo a solu¢do de acido galico por 0,5 mL das solugdes preparadas (4.5.1 € 4.5.2). O
conteudo total de fendlicos foi expresso em % de EAG (equivalentes de acido galico) conforme
descrito por Melo; Matsuda e Muradian-Almeida (2012) e Funari e Ferro (2006). A curva de
calibracao correspondente foi construida a partir da anélise de diferentes concentragdes de acido
gélico variando de 0,5 a 3 ug/mL, com base na equacdo de calibragio: y = 0,0228 + 0,1084 (R>
=0,9789). Os resultados foram expressos em termos de miligramas de equivalente em acido

gélico (GAE) por g de amostra.
4.7 Identificacdo de compostos bioativos por cromatografia liquida (LC-ESI-qTOF-MS)

Para a identificacdo das estruturas moleculares dos compostos bioativos foram
analisados o extrato etandlico de propolis € o pd de prépolis encapsulado com soro de leite. A
analise foi realizada em sistema Acquity UPLC (Waters) acoplado a um sistema de Quadrupolo
/Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA). As corridas foram realizadas em coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1
milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 °C, fases moéveis: 0,1% de acido formico em agua
e 0,1% de 4cido formico em acetonitrila no modo gradiente variando de 2% a 95% da fase

acetonitrila (15 min). O fluxo usado foi de 0,4 mL.mine volume de injecdo de 5 pl.


https://www-sciencedirect.ez138.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/antioxidant-capacity
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4.7.1 Clean up das amostras

As amostras foram dispersas em solugdo (1:1) metanol/agua, eluidas em cartucho
supelclean LC — 18 SPE 500 mg Estrata Fenomenex e submetidas a nitrogénio liquido para
retirada de todo solvente. Em seguida foram pesadas 0,0003 g de amostra, as quais foram
dissolvidas em metanol e agua (90:10) para retiradas de aglcares e posteriormente filtradas. A

fracdo metanodlica obtida foi usada na analise cromatogréfica.

4.7.2 Andlise cromatogridfica

A determinacao dos espectros de massa foi feita nas seguintes condigdes analiticas:
modo ESI- em uma faixa de 110-1180 Da; temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de
dessolvatagdo de 350 °C, fluxo do gas de dessolvatagdo de 500 L/h, cone de extragdo de 0,5V,
voltagem capilar de 2,6 kV. No modo ESI+ as condi¢des foram idénticas a exce¢do da voltagem

capilar que foi de 3,2 kV. O instrumento foi operado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corp.).

4.8 Estudo da estabilidade oxidativa da manteiga adicionada de PPSL

A manteiga utilizada na pesquisa foi adquirida em uma industria de leite local,
transportada a 4 °C acondicionada em potes plasticos de 500 g dentro de caixas térmicas para
o laboratério de laticinio da UFC. A pesagem para homogeneizagao das amostras, partiu de 200
g de manteiga em copo de vidro de 250 mL levando-os para banho-maria a 30 °C, por
aproximadamente 8 min, com propodsito de facilitar a homogeneizagdo na adigdo dos
antioxidantes. Com ajuda de bastdo de vidro, misturou-se cuidadosamente os antioxidantes
BHT e p6 de propolis em soro de leite em suas respectivas concentragdes. A identificagdo foi
realizada a fim de obter quatro amostras com os seguintes tratamentos: BHT 50 ppm, BHT 100
ppm, PPSL 50 ppm e PPSL 100 ppm. Com os tratamentos prontos, distribuiu-se 40 g de cada
em placas de Petri de vidro (9 cm de didmetro) identificadas (antioxidante/concentracao). As
amostras foram preparadas em duplicata e um tratamento sem adicdo de antioxidantes foi
utilizado como ‘Controle”.

As amostras de manteiga colocadas em placas de petri foram armazenadas em
condicdes de oxidagdo acelerada, sob temperatura controlada de 50 °C + 3 em Incubadora B.
O. D. (modelo CT 705 da Cientec) para acompanhamento pelo Método Schaal Oven Test

descrito por Papadopoulou e Roussis (2008) com adaptagdes no valor da temperatura.
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Nesta condi¢do, as manteigas permaneceram armazenadas por 42 dias com realizacdo de
analises periodicas (0, 7, 21, 33 e 42 dias) do indice de peroxido (IP) e das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) para acompanhamento do processo oxidativo. Para que fosse
garantida uma perfeita homogeneizagao das amostras, cada placa foi agitada manualmente e

esporadicamente durante o periodo do estudo de estabilidade.

4.8.1 Indice de peroxido

Os produtos primarios da oxidag¢do foram determinados pela medida de indice de
peroxido (IP) segundo o método AOCS Cd 8b-90 (2009), por titulagdo da amostra com
tiossulfato de sodio 0,001M apos tratamento com solugdo saturada de iodeto e os resultados

expressos em miliequivalentes de oxigénio ativo/kg de amostra.

4.8.2 Determinacgdio do conteudo de malonaldeido pelo método de substincias reativas ao dcido

tiobarbiturico (TBARS)

Para a determinagao das TBARS (indica a quantidade de produtos de oxidagao
secundaria) na manteiga, foi utilizada a metodologia descrita por Santos; Shetty, Da Silva
Miglioranza (2014). Neste método cerca de 1,5 g de amostra foram homogeneizados em vortex
com 1,5 mL de CHCI3 em tubo de vidro com tampa seguido da adi¢dao de 5 mL da solugdo TBA
(15% de TCA, 0,375% de TBA em HCI 0,25M e 3 mL de solugdo 2% de BHT em etanol). A
mistura foi aquecida em banho de dgua a temperatura de 100 °C durante 20 min até
desenvolvimento da cor rosa. Em seguida a mesma foi resfriada em agua por 10 min,
centrifugada a 3000 RPM por 15 min e por fim filtrada em filtro seringa. Ap6s sedimentagao
por 20 min foi medida a absorbancia do sobrenadante em espectrofotdometro a 532 nm.

O 1,1,3,3-tetractoxipropane (TEP) da Sigma-Aldrich foi usado como padrao
analitico para a curva de calibra¢do. Os resultados foram expressos em “valor de TBARS”

definido como mg de malonaldeido/kg de amostra.

4.9 Estudo cinético de degradacio oxidativa da manteiga

A fim de estimar os parametros cinéticos da oxidacdo lipidica & 50 + 3°C, as
variagOes das concentragfes de peroxido (IP) e de malonaldeido por TBARS com o tempo
foram aplicados aos modelos cinéticos classicos de ordem zero e de primeira ordem
(OZKANLI; KAYA, 2007) descritos a seguir.
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4.9.1 Modelo de ordem zero

ReacOes de ordem zero sdo independentes da concentragdo dos reagentes e a

expressdo geral para a velocidade pode ser expressa (Equacgédo 3) como a seguir.

ac ~
e ko (Equacéo 3)

A Equagéo 3 acima quando integrada resulta na Equacéo 4:

C — Cy=kot (Equacéo 4)

Onde: C, é a concentracgdo inicial, C a concentragcdo no instante t e ko a constante cinéetica de

ordem zero.

4.9.2 Modelo de primeira ordem

O modelo de primeira ordem esté descrito na Equacéo 5.

—< =K, C (Equacéo 5)

Onde: C é o indice de perdxido (megO2/kg) ou de TBARS (mg malonaldeido/kg) no tempo te
ki € a constante cinética de primeira ordem (dia™).

A integracdo da Equacéo 5 permite a obtencéo direta do valor de ki, de acordo com a
Equacéo 6.

C ~
In (C—O) = kit (Equacéo 6)
Onde: Cp sdo os valores iniciais de IP e TBARS da amostra.

4.10 Rancimat

A estabilidade oxidativa das amostras de manteiga também foi avaliada em
condi¢gdes de degradagdo acelerada usando um sistema Rancimat modelo 873 da Metrohm.
Nesta determinacao foi utilizado o método adaptado de Anwar et al. (2003) para determinar o

indice de estabilidade oxidativa (IEO) das manteigas. As amostras de manteiga sem adicao de
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antioxidante e as manteigas adicionadas com BHT 100 ppm e PPSL 100 ppm, foram aquecidas
em banho-maria a 40 °C, transferidas para tubos Falcon e centrifugadas para separacao das
fases. 2,5 £ 0,1 g de matéria oleosa foram pesados nos frascos de reagdo, oxidadas a 110 ° C (+
0,9) sob uma corrente constante de oxigénio de 10 L/h. Os produtos gasosos de reagdo (acidos
volateis) foram absorvidos em 50mL de 4gua Milli-Q. Todos os ensaios foram executados em
duplicata e os resultados expressos como periodo de inducao ou indice estabilidade oxidativa
(h). Os ensaios foram finalizados quando a condutividade elétrica da solugdo aquosa formada

com os produtos volateis da oxidacdo para de crescer.

4.11 Avaliacdo da composicao centesimal das manteigas

As analises para caracterizagdo fisico-quimicas das amostras sem antioxidante
(controle) e contendo o PPSL a 100 ppm foram realizadas nos Laboratérios de Laticinios e
Laboratorio de Carnes da UFC Campus Pici. O teor de cinzas obtido por incineragao da amostra
em muflaa 550 °C (AOAC, 2005); a proteina bruta foi determinada pelo método micro Kjeldahl,
aplicando o fator de conversao (6,38) para nitrogénio total em proteinas (IAL, 2005). O teor de

umidade e de lipidios foram executados segundo os métodos descrito em IAL (2008).

4.12 Avaliacio da qualidade microbioldgica das manteigas

A manteiga adicionada de microcdpsula de propolis com melhor estabilidade
oxidativa foi avaliada quatro dias antes da aplicacdo do teste sensorial para garantir a seguranga
microbioldgica do alimento pronto para o consumo. As andlises microbioldgicas foram de
acordo com as diretrizes gerais da IN n° 60, de 23 de dezembro de 2019 da ANVISA (BRASIL,
2019). A contagem de coliformes termotolerantes realizada pela técnica do Numero Mais
Provavel (NMP/g), enquanto a pesquisa de Salmonella sp. e a contagem de bolores e leveduras,
foram executadas conforme a metodologia do Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods of Washington American Public Health Association (APHA, 2001).

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.13 Analise sensorial dos produtos elaborados

Ap6s aprovagio pela Comissdo de Etica em Pesquisa (CEPE) da Universidade

Federal do Ceara — UFC (N° CAAE: 28647420.9.0000.5054), a manteiga adicionada com
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extrato de propolis de abelhas africanizadas microencapsulado em soro de leite com melhor
estabilidade oxidava foi avaliada sensorialmente através de teste discriminativo triangular com
base na NRB ISO 4120: 2016.

O numero de julgadores necessarios foi calculado com proporcao de
discriminadores (Pd) definida em 30%, nivel de significancia (o) de 5 % e poder esperado de
80%. Um ntimero minimo de 40 (ANEXO A — TABELA 14) julgadores sdo recomendados para
executar o Teste Triangular. A Equagao 7 (Dutcosky, 2013) foi utilizada para saber o nimero
minimo de respostas aceitdveis, em que “n” representa o numero de respostas, 1/3 ¢ a

probabilidade de acerto ao acaso no teste triangular e “x” € o nivel de significancia. O resultado

do teste foi analisado baseando-se na significancia teste estatistico t-Student.
X = 2 + z4/2n/9) (Equagdo 7)

Devido a pandemia provocada pelo novo Coronavirus, o teste foi aplicado ao ar
livre no IFCE Campus Fortaleza, utilizando-se mesa individual para o provador (Figura 7) a
fim de minimizar o risco de contagio e disseminagdo do virus. Foram recrutadas pessoas de
ambos os sexos, com faixa etaria entre 18 e 60 anos de idade, entre servidores e terceirizados
do IFCE, consumidores de produtos lacteos, nao treinados e dispostos a consumir manteiga. O
recrutamento dos analistas foi feito pessoalmente e através de postagem em grupos de trabalho
no aplicativo Whatsapp. Os participantes receberam o “Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido — TCLE” (APENDICE A), onde havia uma explica¢do sobre o projeto, com o

objetivo, riscos e beneficios aos participantes.

Figura 7 - Aplicacao do teste triangular da manteiga adicionada de PPSL.

“e

Fonte: Autor (2021).
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As manteigas com o antioxidante natural (100 ppm) e sem antioxidante foram
servidas aos julgadores. Cada provador um recebeu trés destas amostras sendo duas iguais e
uma diferente, servidas simultaneamente (Figura 8). As amostras foram codificadas com
nimeros de trés digitos aleatorios apresentadas em diversas combinagdes, sendo que duas
amostras eram iguais e um diferente. Os avaliadores foram solicitados a provar as amostras da
esquerda para a direita e assinalar na ficha (APENDICE B) a amostra diferente. Em
complemento, obteve-se questdes sobre caracteristicas sociodemograficas (sexo, idade e

escolaridade) e habitos de consumo de manteiga.

Figura 8 - Distribui¢do das amostras de manteigas (duas iguais e uma diferente) codificadas
com numeros de trés digitos aleatorios.

Fonte: Autor (2021).

O teste sensorial durou em média 10 min e as amostras de manteiga,
aproximadamente 2 g, foram servidas a uma temperatura de 17 °C em pao branco. Um copo
contendo aproximadamente 50 mL de agua a temperatura ambiente foi servido para que o

provador limpasse o palato ao provar a amostra seguinte.

4.14 Analises estatisticas

Todos os testes foram realizados em triplicata, relatados como a média + desvio
padrdo. Os testes de analise de varidancia (ANOVA) foram usados para determinar a diferenca
estatistica usando o software Statistic 7 (versdo 7, IBM Corp., Armonk, NY, EUA). Diferencas
significativas entre as médias foram determinadas usando o teste de Tukey (HSD) (p < 0,05).
O Teste de t-Student foi utilizado para analise do resultado sensorial, onde ha comparagdo entre

duas amostras, as quais ndo atendiam aos requisitos da analise de variancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo para selecdo de agente encapsulante

5.1.1 Otimizagdo da obtencdo do po de prépolis microencapsulado em soro de leite

Nesta etapa foram usados como agentes encapsulantes o soro de leite em po6 e os

adjuvantes maltodextrina e goma arabica comerciais (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados do planejamento fatorial para secagem por aspersdo em secador spray
dryer do extrato etanolico de propolis.

Variaveis independentes Respostas experimentais*

Ensaios Tent Qalim. Rendimento ABTS

°C) (mL.min™) (%) (umols trolox.g™)

1 130 5 51,97° 134,52

2 130 9 57,77¢ 188,66°

3 172 5 60,87 172,91¢

4 172 9 70,87° 97,48¢

5 121 7 58,619 147,224

6 181 7 69,23¢ 78,218

7 151 4 54,320 121,55¢

8 151 10 63,01¢ 178,17°

9 (C) 151 7 61,57 138,22"
10 (C) 151 7 62,78° 135,52
11 (C) 151 7 62,99° 136,44™"

Tent = Temperatura de entrada. Qaim = Vazao de alimentacdo *Médias da triplicata das secagens com letras iguais
na mesma coluna, ndo diferem entre si estatisticamente (p < 0,05).
Fonte: Autor (2021).

Houve diferenca significativa ( p < 0,05) no planejamento para a variavel atividade
antioxidante com valores mais elevados as quais puderam ser observadas no ensaio 3 (172,91
pmols trolox. g™ de = 0,07), ensaio 2 (188,66 umols trolox.g™' + 0,09) e ensaio 8 (178,17 pmols
trolox.g! + 0,04). Dentre estas atividades antioxidantes, os maiores rendimentos foram

observados nos ensaios 3 e 8, que se apresentaram estatisticamente iguais.
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Considerando o rendimento como resposta de interesse, o valor da temperatura de
entrada (varidvel independente) foi decisivo para definir as condi¢des adequadas para producao
de po de extrato de propolis, ja que estatisticamente os ensaios 3 e 8 foram semelhantes. Nestes
ensaios considerou-se que para obtengao de pos encapsulados com soro de leite ¢ necessario
utilizar mais energia térmica para remoc¢do da 4gua e consecutivamente prolongamento da
transicdo vitrea (SCHUCK et al.,, 2015) e que temperaturas mais elevadas levam a
microparticulas mais turgidas (BOTH; BOOM; SCHUTYSER, 2020), sendo desta forma
selecionado o ensaio 3 com as melhores condigdes, sendo temperatura de entrada do ar: 172 °C

e vazdo de alimentagdo 5 mL.min".

5.1.1.1 Influéncia da temperatura e vazao sobre o rendimento na produgdo do pé de propolis

de abelhas africanizadas

Em geral, os valores de rendimento foram préximos e variaram de 51,9% a 70,87%.
Os pontos centrais do delineamento (9, 10 e 11) e os ensaios identificados como 3 (60,87% ) e
8 (63,01%) néo diferiram estatisticamente entre si. Resultados semelhantes foram encontrados
por Busch et al. (2017) em um estudo de encapsulagdo do extrato etandlico de prdpolis em
gomas arabica e vinal observaram rendimentos entre 60 e 68%. Baysan et al. (2021) em estudos
com extratos de propolis em diferentes tipos de materiais encapsulantes observaram valores de
rendimento entre 15 e 67%. Um valor de rendimento de 54% para obtencao de microcapsulas
de extrato de propolis com proteinas de ervilha foi relatado por Jansen-Alves et al. (2019).

O efeito das varidveis, o coeficiente de regressdo e a significdncia sobre o
rendimento do PPSL obtido por aspersao via spray drying estao na Tabela 4. O efeito estimado
indica o quanto cada fator influi na resposta estudada, ou seja, quanto maior o valor em modulo,
maior sera sua influéncia. Um efeito positivo indica que o aumento da variavel provoca um

aumento na resposta, ao contrario, ocorre com um efeito negativo.
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Tabela 4 - Efeito estimado, erro padrdo, coeficiente e significancia estatistica, para cada fator
no modelo codificado para o rendimento para obtengdo do PPSL por secagem spray drying.

Fator Efeito Erro Coeficiente -
estimado padriao de regressao
Me¢édia/Intercepto 62,40245 0,837027 62,44667 0,000000
Temperatura de entrada (L) 9,25474 1,025144 4,62737 0,000279
Temperatura de entrada (Q) 1,01208 1,220165 0,50604 0,444624
Vazio (L) 7,02238 1,025144 3,51119 0,001013
Vazao (Q) -4,24292 1,220165 -2,12146 0,017709
Temperatura de entrada 2,10000 1,449773 1,05000 0,207145

versus vazao de
alimentacdo (L x Q)
*Significancia a 95% de confianca (p < 0,05). Fonte: Autor (2021).

A obtencao do po6 ndo foi significativa (p < 0,05) para os fatores temperatura de
entrada (Q) e para interagdo temperatura de entrada versus vazao de alimentagdo (L x Q). Os
efeitos positivos e significativos de temperatura e vazao lineares, indicam que o aumento desses
fatores exerce aumento no rendimento do PPSL. Apenas os fatores lineares e quadratico da
vazao (x2) contribuiram para o modelo preditivo do rendimento de obtencdo do p6 de propolis.

A anélise de variancia (Tabela 5) mostrou que o modelo obtido foi adequado para
correlacionar o rendimento com a temperatura de entrada e vazao de alimentacdo. O coeficiente
de determinagio (R?) explicou 94,37% a variagdo dos dados observados. Portanto, com base no

teste F e na avaliagdo do coeficiente de determinagdo, o modelo foi considerado preditivo.

Tabela 5 - Andlise de variancia do modelo de regressao para o rendimento do PPSL obtido por
secagem via spray drying.

GL SQ QM Fealc Ftab R? (%)
Regressao 3 300,2484 100,0828 39,12 4,35 94,37
Residuo 7 17,9074  2,5582
Falta de ajuste 5 16,7325 3,3465 5,69 19,30
Erro puro 2 1,1749 0,58745
Total 10 318,1558

*Significancia a 95% de confianga (p < 0,05). SQ = soma quadratica; GL = Grau de Liberdade; QM = Média
Quadratica. Fonte: Autor (2021).

O modelo codificado que considera apenas os fatores significativos para representar

o rendimento de obtencdo do po de propolis microencapsulado esta descrito na Equacao 8.
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Yrend = 62,45 +4,2674 x; +3,5112 x2 - 2,1215 x2° (Equacgdo 8)

Onde: Yrend = rendimento (%); X1 = temperatura de entrada (°C) e x2 = vazdo de alimentacdo

(mL.min™%).

As superficies de respostas para a variavel rendimento na obtencdo do po de

propolis microencapsulado em soro de leite estao apresentados a seguir (Figura 9).

Figura 9 - Superficies de resposta para o rendimento em fungdo da temperatura de entrada e da
vazao de alimentacao na obtencdo do PPSL por spray drying.

Vazao de alimentagédo
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Fonte: Autor (2021).

Notadamente, existe uma tendéncia em aumentando a temperatura de entrada
provocar o aumento do rendimento do produto. H4 uma regido de inflexdo que se observa na
curva que promove diminui¢ao do rendimento provocado pelo efeito negativo da vazao em seu

efeito quadratico nas temperaturas mais baixas.

5.1.1.2 Influéncia da temperatura e vazdo sobre a atividade antioxidante do p6 de extrato

propolis de abelhas africanizadas

As condig¢des selecionadas para atividade antioxidante foram geradas em
temperatura de entrada 172 °C e vazdo de alimentagdo 5 mL.min"! as quais geraram 172,91
umols trolox.g™ de + 0,07 para 0 PPSL. Este valor € maior do que o obtido por Reis et al. (2017)
nas mesmas condi¢cdes de extracdo dos compostos bioativos. Esses autores relataram 71,84
umol trolox.g? em microcapsulas de propolis empregadas para aumentar a estabilidade de

armazenamento em carnes de hamburguer.
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As respostas para o efeito estimado, erro padrdo e a significancia das variaveis
temperatura e vazao sobre a capacidade antioxidante do PPSL obtido por spray drying estdo

apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Efeito estimado, erro padrdo, coeficiente e significancia estatistica, para cada fator
no modelo para a capacidade antioxidante do PPSL obtido por aspersdo spray drying.

Fator Efeito Erro Coeficiente *p

estimado padrao de regressao
Me¢édia/Intercepto 136,7267 11,90005 136,7267 0,000088
Temperatura de entrada (L) -37,5962 14,57452 -18,7981 0,049457
Temperatura de entrada (Q) -15,4592 17,34715 -7,7296 0,413664
Vazio (L) 14,6957 14,57452 7,3478 0,359580
Vazao (Q) 21,6858 17,34715 10,8429 0,266579
Temperatura de entrada -64,7850 20,61148 -32,3925 0,025575
versus vazao de

alimentacao (L x Q)
*Significancia a 95% de confianca (p < 0,05). Fonte: Autor (2021).

Os efeitos estimados da temperatura de entrada e da vazédo de alimentacdo sobre a
capacidade antioxidante, os termos quadraticos (Q) da temperatura e da vazao e o efeito linear
da vazdo ndo apresentaram significancia estatistica ao nivel de 95% (p < 0,05). Os efeitos
positivos de vazdo (L e Q) mostraram-se determinantes para a obten¢ao do p6. Enquanto os
demais efeitos estimados sdo de influéncia negativa, em que um aumento deles vai acarretar
diminuicao na capacidade antioxidante.

A analise de variancia (Tabela 7) dos valores obtidos demonstrou que o modelo
apresentou regresséo significativa, considerando o coeficiente de determinagio (R?) de 0,8029.
A influéncia individual e a interagdo dos fatores sdo explicadas da variacdo dos dados

observados descrevendo o funcionamento do processo em 80%.
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Tabela 7 - Analise de variancia para a capacidade antioxidante do p6 de préopolis obtido por
aspersao spray drying.

GL SQ QM Feale Fiab R? (%)
Regressao 5 8816,77 1763,35 4,07 5,05 80,29
Residuo 5 2164,27 432,85
Falta de ajuste. 3 2160,50 720,16 383,06 19,16
Erro puro 2 3,77 1,88
Total 10 10981,04

*Significancia a 95% de confianca (p < 0,05). SQ = soma quadratica; GL = Grau de Liberdade; QM = Média
Quadrética. Fonte: Autor (2021).

Apesar do modelo proposto explicar 80% das respostas, ele ndo foi considerado
satisfatoriamente preditivo. De acordo com o teste F, houve diferenga significativa (p < 0,05)
entre as variaveis independentes observadas com relagdo a taxa de capacidade antioxidante e
houve uma grande falta de ajuste observada na ANOVA (383,06), modelo ndo esta ajustado aos
dados.

Através das analises do planejamento experimental observou-se que nao pdde obter
um ponto 6timo a partir das superficies de respostas. Desta forma apos a analise estatistica do
planejamento foram utilizados como condi¢cdes adequadas de trabalho as do ensaio 3:
temperatura de 172 °C e vazdo de alimentacdo de 5 mL.min como as mais apropriadas para a

producdo do po de prépolis encapsulado em soro de leite.

5.1.3 Teste de validacdo para obtengdo do po de extrato de propolis em soro de leite (PPSL)

Para fins de validagdo das melhores condi¢des operacionais encontradas de
temperatura ¢ vazao foram realizados testes adicionais (Tabela 8) comparando o uso dos
diferentes agentes encapsulantes empregados neste trabalho. Os ensaios de avaliacdo da
atividade antioxidante (ABTS) para a secagem por aspersao via spray dryer do extrato etandlico
de propolis, foi realizado sob as melhores condi¢cdes encontradas no delineamento experimental

com temperatura do ar de secagem a 172 °C e vazio de alimentacdo a 5 mL.min'.
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Tabela 8 - Ensaios de avaliagdo da capacidade antioxidante para a secagem por asperséo via
spray dryer do extrato etandlico de propolis. Tent = 172 °C, Qalim = 5 mL.min™".

Agente Composicio % Rendimento ABTS
encapsulante EPP SL MD GA H;O (%) (nmols trolox/g)*
SL, MD e GA 21,7 328 112 56 28,7 62,1402 182,3* = 0,30
MD e GA 14,5 - 74 3,7 744 608°+0,4 182,4*+ 0,40
SL 16,5 83,5 - - - 55,24+ 0,3 183,2*+ 0,07

Tent = Temperatura de entrada. Quim = Vazdo de alimentagdo. MD = Maltodextrina; GA = Goma arabica; PSSL
= Soro de leite. *Valores médios, na mesma coluna, seguidos de letras minusculas diferentes apresentam
diferencga estatisticamente significativa (p < 0,05). Fonte: Autor (2021).

Os resultados do teste de validagdo sugerem a viabilidade do soro de leite como
material de parede. Nao houve diferenga significativa (p < 0,05) entre os agentes quanto a
atividade antioxidante final. A atividade antioxidante inicial do extrato etandlico de prépolis
utilizado foi de 17,4 pmols trolox/g, sendo seu efeito de concentracdo observado nestas
condigdes foi cerca de 10 a 11 vezes do valor inicial da capacidade antioxidante superficial
(sem ruptura das microparticulas).

O valor de rendimento médio na obtengdo do pd de propolis encapsulado em soro
de leite (Tabela 8) foi de 55,2 + 0,3 calculado com base na equacdo 2. Esse parametro esta
diretamente condicionado ao processo de secagem, material e design do equipamento de
secagem (JANSEN-ALVES et al., 2018). Neste sentido, o soro de leite utilizado como material
de parede, possui alta higroscopicidade e contribuiu para retencao de particulas ao longo do
processo nas paredes da camara de secagem do equipamento, justificando o valor do rendimento
encontrado.

Ahmad; Mudgil; Magsood (2019) e Bhusari et al. (2014) ressaltam as qualidades
do uso do soro de leite como material encapsulante por suas propriedades emulsificantes e
retencdo de compostos bioativos, advertindo sobre sua capacidade hidrofilica pela composi¢do
em proteinas, que podem alterar a solubilidade do produto elaborado devido a uma eventual
polimerizacéo.

A validacao comprovou a eficacia do soro de leite como agente encapsulante apto
a conter os componentes bioativos do extrato de prépolis sem combinagdes com outros
adjuvantes. Tal agdo ¢ justificada pelo fato de que as proteinas contidas no soro de leite sdo
consideradas biopolimeros com grupos funcionais capazes de interagir e se ligar a uma ampla

gama de compostos bioativos (CHUYEN et al., 2019; SOLEIMANIFARD et al., 2021).
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O soro de leite utilizado como agente encapsulante foi analisado quanto ao teor de
proteinas antes e apos processo de secagem por aspersao via spray dryer. Os valores
encontrados foram de 0,9 % de proteinas para o soro de leite in natura e de 12 % de proteinas
para soro de leite em pd, ambos estavam conformes a Instru¢ao normativa n® 80, de 13 de agosto
de 2020 do MAPA, que fixa os padrdes de identidade e qualidade para o soro de leite em
diferentes estados fisicos. A secagem do soro permitiu uma concentragio de proteinas 13 vezes
maior, sendo promissor a utilizagdo como agente encapsulante proteico para obtengao do PPSL.

Oportunamente, a partir do ensaio de validagao o soro de leite passou a ser utilizado
unicamente como material de parede sem adi¢do de adjuvantes para obtencao do pé de extrato
de propolis a ser utilizado nas demais etapas de estudo desta pesquisa, pois exibiu um perfil
viavel como agente encapsulante, dessa forma sendo possivel empregar o soro de leite na
tecnologia de microencapsulagdo, contribuindo para sua maior utilizagao e redugao do impacto

ambiental ao ndo ser desperdicado.

5.2 Avaliac¢ao das propriedades fisico-quimicas e estruturais do PPSL

5.2.1 Caracterizacgao fisico-quimicas do PPSL

As propriedades fisico-quimicas do PPSL foram analisadas para os pardmetros de

umidade, higroscopicidade, grau de caking e solubilidade (Tabela 9).

Tabela 9 - Propriedades fisico-quimicas do PPSL obtido em spray dryer.

Umidade Higroscopicidade  Grau de caking Solubilidade
(“0) (g/100g) (o) (o)

Amostra

PPSL 9,1£0,5 8,6 £0,3 58,3+0,9 80,0 + 0,95
Fonte: Autor (2021).

O teor de umidade baixo ¢ um dos fatores necessarios para garantir a estabilidade e
impedir a aglomeracao de pds atomizados. De modo geral, alimentos com teor de umidade entre
3 a 10 g/100 g garantem um bom o armazenamento sem sofrer alteragdes (DA SILVA et al.,
2013), contudo o teor do PPSL encontrado (9,1 %), garante uma boa estabilidade sendo esse
valor de umidade justificado a capacidade da proteina do soro de leite se ligar a muitas
moléculas de dgua através de suas ligacdes de hidrogénio (EZHILARASI et al., 2013; DA
SILVA et al., 2013).
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Valor semelhante encontrado por Andrade et al. (2018) que observaram que a
umidade das microparticulas de propolis obtidas em secador spray dryer foi influenciada apenas
pela caracteristica hidrofilica/hidrofobica do encapsulante, ou seja, a umidade variava de acordo
com o material de parede utilizado, as microparticulas de propolis vermelha preparadas com
GA e MD apresentaram os maiores teores de umidade.

Baysan et al. (2021) encontraram umidade dos pds de propolis encapsulados (com
diferentes combinacdes entre os encapsulantes: maltodextrina, goma arabica, lactose, gelatina
e caseinato de so6dio) e secos por secagem por aspersao em spray dryer entre 5,43 ¢ 10,11%,
afirmam que a temperatura de transicao vitrea e o tipo de material encapsulante, estdo entre os
fatores que facilitam a transferéncia de umidade no processo de secagem.

A higroscopicidade ¢ considerado um pardmetro critico de qualidade para
microcapsulas, pois a presenca de agua pode afetar a fluidez do p6. Essa caracteristica estd
diretamente relacionada ao teor de umidade, os p6s com menor teor de umidade apresentam
maior capacidade de absor¢ao da umidade ambiente, o que esta relacionado ao maior gradiente
de concentragdao de agua entre o produto e o ar circundante. Esse fato pode ser controlado a
depender da matriz a ser utilizada (FERRARI; GERMAN; DE AGUIRRE, 2011). O grau de
caking (58,3 = 0,9 %) pode ser classificado conforme GEA Niro Research Laboratory (2005)
como p6é com muita formagao de caking. A aglomeracao de um po alimenticio depende de sua
higroscopicidade atribuida a absor¢do de umidade. A 4gua ¢ absorvida na superficie das
particulas, formando uma solu¢do saturada e, portanto, tornando as particulas pegajosas e
capazes de formar pontes liquidas (GOULA; ADAMOPOULOS, 2010), uma caracteristica que
ndo foi observada fisicamente, o que pdde ser comprovada na andlise de distribuicdo de
tamanho de particulas (item 5.2.2).

Jansen-Alves et al. (2018) relatam que apesar de todas as vantagens relacionadas
ao processo de secagem por aspersdo, os pos resultantes da secagem de materiais com baixa
temperatura de transi¢do vitrea geralmente apresentam alguns problemas como pegajosidade e
alta higroscopicidade. Nesse estudo, a higroscopicidade encontrada (8,6 %) esté relacionado ao
alto teor de umidade encontrado. Esse resultado foi menor do que os encontrados nos estudos
de Busch et al. (2017) e Da Silva et al. (2011), respectivamente de 8,5 % e 13,1%; valores
considerados baixos pelos pesquisadores.

A solubilidade do PPSL (80,0 + 0,95%) foi relativamente alta considerando que a
propolis ¢ uma substincia resinosa de compostos hidrofilicos e hidrofobicos que podem
prejudicar sua solubilidade em solventes polares como a agua. Diante do exposto, o problema

pode ser superado pelo uso de um transportador hidréfilo durante o processo de secagem, como
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uso do soro de leite como material encapsulante por suas propriedades emulsificantes e retengao
de compostos bioativos, advertindo sobre sua capacidade hidrofilica pela composi¢cdo em
proteinas, as quais podem alterar a solubilidade do produto elaborado devido a um eventual
polimerizacao (BHUSARI et al., 2014; DA SILVA et al., 2011; FRANCESCHINIS et al., 2015).

Reis et al. (2017), reforga a escolha do concentrado proteico de soro de leite (WPC)
como um bom material encapsulante, adequado para ser usado num processo de secagem por
aspersdo em spray dryer ou spray drying. A mesma técnica foi utilizada por Andrade (2013)
para obtencdo de prdpolis em p6 utilizando o soro liquido e obteve um produto final com baixa
umidade, uniformidade granulométrica, bom rendimento e conseguiu manter as caracteristicas

iniciais das matérias-primas.

5.2.2 Tamanho de particula e potencial zeta

O tamanho das particulas e sua dispersdo tém um importante papel na estabilidade
coloidal por meio da repulsdo eletrostatica entre as particulas, encapsulagdao do produto,
solubilidade, liberagdo e biodisponibilidade (HU et al., 2019; SOLEIMANIFARD; FEIZY;
MAESTRELLI, 2021).

A Figura 10 retrata uma distribui¢do monomodal por nimero de particulas do p6 de
extrato de propolis encapsulado em soro de leite dispersos em dgua ultra Mili-Q. O grau de
polidispersdo observado a pH = 4,65 foi de 0,387 e o diametro médio de 514 nm (0,514 pm)

com tamanhos variando entre 105,7 nm e 955,4 nm.

Figura 10 - Distribui¢@o de tamanho de particulas do PPSL obtido por secagem por aspersao
em spray dryer.
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Chang et al. (2020) correlacionaram em seus estudos a distribuicdo do tamanho das
particulas picos em torno de 170 nm como uniforme, indicando que o isolado proteico de soro
de leite pode reduzir a agregacdo da propolis e melhorar sua hidrossolubilidade. Sugerindo-se
que os valores encontrados neste estudo utilizando o soro de leite como matriz, podem facilitar
sua solubilidade.

Ong et al. (2017) encontraram indice de polidispersidade em nanoparticulas de
quitosana-propolis entre 0,225 e 0,573 sugerindo que elas estavam monodispersas. Meyagusku
(2014) relata que as melhores nanoparticulas obtidas de diferentes formulagdes do farmaco sao
aquelas que apresentaram menor diametro de particula e menor indice de polidispersdo,
conforme o que foi encontrado neste trabalho.

Em relacdo ao potencial { do PPSL o valor encontrado foi negativo e relativamente
baixo (-19,8 mV) (Figura 11). Baysan et al. (2021) justificam esse valor a formacao insuficiente

de ligagdes cruzadas devido a falta de desnaturagao das proteinas do soro de leite.

Figura 11 - Potencial { do PPSL obtido por aspersao spray drying.
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Fonte: Autor (2021).

De acordo com Kong e Kutty (2021), um valor em torno de -30 nmV ¢ capaz de
impedir a agregacao das nanoparticulas devido a forca de atragdo de van der Walls entre elas.
Porém a agregacdo de microparticulas carregadas com prépolis pode ser evitada apesar do
menor valor do potencial zeta, pois as cadeias dos compostos fenolicos hidrofilicos e

hidrofobicos impedem essa acao (KONG; KUTTY, 2021).



65

5.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

As microscopias eletronicas de varredura (MEV) t€ém sido muito empregadas na
obtencdo de informacdes relativas a forma e ao tamanho das microparticulas. As
microfotografias dos pos atomizados carregados com extrato de propolis estdo reproduzidos na
Figura 12 em trés niveis de amplificagdes diferentes, A (400 vezes), B (3000 vezes) e C (6000
vezes) permitiu evidenciar a organizagao morfoldgica do PPSL na qual os compostos bioativos

do extrato e propolis esta circundado por uma parede polimérica.

Figura 12 - Microfotografias de microscopia de luz de varredura das microparticulas carregadas
com extrato de propolis.
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Nas imagens, o PPSL apresenta-se com tamanhos nao homogéneos, algumas com
formatos irregulares, mas maioria no formato esférico, sem fissuras, rachaduras ou rupturas e
aparentemente intactas protegendo os materiais internos. A auséncia de fissuras ou poros ¢
relevante para uma prote¢ao adequada, garantindo a retencdo do agente encapsulado (JANSEN-
ALVES et al., 2019). Na Figura 13B, observa-se adesdo de particulas menores na superficie de
particulas maiores formando aglomerado aparente, classificando o p6 como ligeiramente
higroscopico e de muita formagao de caking.

O tamanho das particulas medidas obtidas na leitura por MEV variou entre 5,84 um
a 8,3 um. Segundo Saifullah et al. (2019), particulas que apresentam essas medidas,
independente do formato, séo classificadas como microparticulas.

Algumas ndao se encontravam turgidas, apresentando regides murchas. Esta
morfologia ¢ esperada de produtos como soro de leite que perdem grande parte da umidade
dentro do spray dryer, uma vez que a quantidade de agua que ¢ possivel evaporar a vacuo ¢
limitada. A auséncia de amassados, caracteristica morfoldgica das microparticulas quando
apresentam pequenas concavidades, indica o tempo lento e adequado para a evaporagdo do

solvente (PAULO et al., 2021).



66

5.2.4 Espectroscopia no infravermelho (FTIR)

Os espectros no infravermelho da propolis in natura (P), do soro de leite (SL) em
p6 e do po de extrato de propolis microencapsulado em soro de leite (PPSL) estdo apresentados

na Figura 13 a seguir.

Figura 13 - Espectros no infravermelho da propolis in natura (P), do soro de leite em p6 (SL) e
das microcéapsulas de propolis encapsuladas em soro de leite (PPSL).
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Fonte: Autor (2021).

Na Figura 13 observa-se nos trés espectros a presenca de banda larga e intensa
caracteristica de hidroxila, evidenciada nas deformagdes axiais de O—H (3572 - 2998 cm™)
geralmente associadas a fendis ou agua adsorvida (JUNIOR et al., 2013). Almeida (2017) e
Andrade et al. (2018), relacionam estas bandas também como caracteristico ao alongamento

OH de 4agua fisicamente adsorvida.
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Asbandas em 1171 cm™ e 1267 cm™ correspondem as vibragdes de estiramento de
C-0 e C—O-C em alcoois, ésteres e acucares presentes na propolis (EL-GUENDOUZ et al.,
2019), as quais estao presentes nos espectros das trés amostras analisadas.

O PPSL e o extrato de propolis apresentaram espectros muito semelhantes no FTIR.
Em geral, as bandas presentes de 1608 cm™ a 970 cm™! aparecem com menor intensidade nas
microcapsulas, o que pode estar associado a uma possivel interacdo entre estes materiais
(JANSEN-ALVES, 2019). Esses resultados sugerem que a propolis foi encapsulada em
particulas do soro de leite, o que limitou a vibragdo de varias ligacdes dos componentes da
propolis.

Particularmente, a diminuicao da intensidade observada nas bandas de deformacao
axial da amida (1650 cm™) e deformagio angular de amina em 1560 cm™ no infravermelho das
microcapsulas pode segundo Junior et. al. (2013) ser atribuido a interacdo entre estes
grupamentos e os grupos fenolicos das substancias presentes na propolis encapsulada no soro
de leite, ratificando a incorporacdo destes antioxidantes nas microcapsulas.

Para Almeida (2017), a banda a 1025 cm™! apresentada nas microcapsulas pode ser
atribuida ao estiramento de ligacao éter aromatico C—O, presente comumente em flavonoides.
Rassu et al. (2015) associam as bandas entre 1100 cm™ e 1600 cm™ a presenca de lipidios e
flavonoides na estrutura da propolis, incluindo os grupos principais de -COQO e —O-.

Bandas entre 2924 cm™ e 2883 cm’! podem ser atribuidas a vibragdes de
alongamento dos grupos C=C em flavonoides e aminoacidos, ou a vibragdes de alongamentos
de C=0ede C=C, ou a vibracao assimétrica de —NH ou a vibrac¢ao de alongamento do C=0
em lipidios e flavonoides (OLIVEIRA et al., 2016).

Uma banda de 1513 cm™! pode ser relacionada a deformagdes de anéis aromaticos
e a flavonoides. As bandas com 945 cm™ e uma banda em 878 cm™! estio provavelmente
relacionadas a vibragdo do anel aromatico ou ao etanol (JUNIOR et al., 2013; SHARAF;
HIGAZY; HEBEISH, 2013).

Mot, Silaghi-Dumitrescu e Sarbu (2011) identificaram bandas a 1515 cm™, 1633
cm’! e 1683 cm™ como sendo especificas para extratos de propolis, considerado os
alongamentos e modos vibracionais dos anéis polifendlicos. A banda a 1515 cm corresponde
a um modo vibrat6rio aromatico, mas tem pouca relacdo com o comportamento antioxidante,
enquanto a banda a 1630 cm™ correlaciona-se a alguns compostos, como os flavonoides, e pode
ser usada como parametro para medir a capacidade antioxidante. Ainda segundo estes autores
a transmitancia a 1168 cm™ é uma caracteristica espectroscépica da propolis ocorrendo em

diferentes intensidades conforme a natureza do material.
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5.3 Identificacao dos compostos bioativos

A propolis in natura e p6 de propolis encapsulado em soro de leite foram analisados
por LC-ESI-qTOF-MS sendo encontrados os perfis de identificacdo qualitativos apresentados
na Figura 15. Os cromatogramas (Figura 14) foram obtidos no modo de ionizagdo eletrospray
(ESI -) e a estrutura dos compostos foi determinada comparando os valores m/z dos espectros

de MS/MS com a literatura.

Figura 14 - Cromatogramas LC-MS/MS das amostras de PPSL (A) e da propolis in natura (B).
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Fonte: Autor (2021).

Os perfis cromatograficos apresentaram similaridade entre os picos majoritarios,
demonstrando que a presenca dos componentes bioativos da propolis manteve-se mesmo apos
o processo de secagem por aspersao em spray dryer. Notadamente, nas condi¢des analiticas
empregadas, observou-se a predominancia de flavonoides e seus derivados entre os compostos
bioativos, sendo identificados 36 flavonoides entre flavanonas (picos 17, 30 e 36), fenol-éster
(pico 2), flavonas (picos 8, 9, 16, 24, 25, 29 e 31), flavondis (picos 1,3 -7, 10 - 15, 18 - 23, 26,
27, 28, 32, 33 e 34) e um isoflavonoide (pico 35). A numeragdo das estruturas foi baseada na
ordem de elui¢do desses compostos nos cromatogramas.

A composicao quimica da préopolis € varidvel e complexa dependendo de fatores
como a origem da amostra que estd intimamente relacionada com a flora do entorno da colmeia,
as caracteristicas geograficas e climaticas do local, espécies de abelhas, fatores botanicos e

geograficos (LIMA et al., 2018).



69

Os compostos bioativos determinados a partir da amostra de propolis verde usada
nesta pesquisa estdo apresentados no Apéndice C. Para a elucidacao, estudos adicionais por
ressonancia magnética sao necessarios. Os espectros de massas bem como a fragmentagdo da
molécula e suas formulas estruturais encontram-se no Apéndice D deste estudo.

Comparando as amostras, observou-se que o0s compostos: acacetina (31),
kaempferol 7,4'-dimetil éter (32), kaempferol-3,4’-dimetil éter (33), quercetina 3,5,3'-trimetil
éter (34), medicarpina (35), 8-prenilnaringenina (36) foram identificados somente nas
microcapsulas de propolis, provavelmente por serem as espécies mais apolares da fragdo, uma
vez que foram detectados no final da corrida cromatografica, o que € esperado para a separacao
em uma coluna de octadecilsilano (C18), em que substancias apolares sdo mais fortemente
retidas pelo adsorvente do que pelos componentes polares (hidrofilicos), o que justificaria a
auséncia desses compostos no extrato de propolis.

Os flavonoides sdo as principais classes de compostos fenolicos em diversos
produtos naturais (VIEIRA DE MORAIS et al., 2021). A quercetina, kaempferol, pinocembrina,
apigenina e naringenina identificados nesta pesquisa e que se fizeram presente em ambas
amostras, sdo compostos frequentemente relatados e reconhecidos como constituintes
principais ¢ mais importantes da propolis que exibem poder antioxidante (ANDRADE et al.,
2018; RISTIVOJEVIC et al. 2018; ZUCCOLOTTO et al., 2019; BONIN et al., 2020).

Havsteen (2002) afirma que os flavonoides quando aplicados em alimentos sdo
compostos relativamente estaveis, pois podem resistir a oxidagdo, temperaturas elevadas e
variagOes de acidez, podendo proteger os dcidos graxos insaturados e eliminar radicais livres.

Algumas fontes de flavonoides para o consumo humano seriam as substancias
sintéticas e produtos a base de propolis. No entanto, nem todas as resinas da composi¢do das
propolis exibem quantidades significativas de compostos fenolicos. A composi¢ao da propolis
esta relacionada com a variedade de componentes fendlicos dentro de uma resina vegetal, mas
também devido a combinacdo de muitas plantas diferentes visitadas pelas abelhas,
particularmente em locais com diversidade fitogeografica (FALCAO et al., 2013; RIVERO-
CRUZ et al., 2020).

Neste estudo, os resultados sugerem que a propolis interagiu com o soro de leite
para formar complexos, gerando as microparticulas. Estudos semelhantes de Fu et al. (2016)
com albumina sérica bovina e extrato de propolis identificaram sete flavonoides, sendo dois
deles (apigenina e acacetina) também encontrados nesta pesquisa, € confirmaram que ha
interacao dos flavonoides e polifendis com as proteinas por meio de interagdo hidrofobica e

ligagdes de hidrogénio.
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5.4 Avaliagao da eficiéncia da encapsulacio e da atividade antioxidante

Para calcular a eficiéncia da microencapsulagao foi quantificado primeiramente os
compostos fendlicos totais, relatados na literatura como compostos totais livres ou superficiais
das microcapsulas (118,64 mg/g) e apos a ruptura (729,21 mg/g) das microparticulas, sendo
encontrado uma eficiéncia de 83,7 % + 0,03.

Os resultados da eficiéncia da encapsulacdo e de avaliacdo das atividades

antioxidantes a partir das metodologias utilizadas estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Atividade antioxidante do PPSL apds ruptura das microcépsulas.

Eficiéncia da Atividade antioxidante (TE, pmols Trolox-g )

Amostras
encapsulacio ¢ ABTS DPPH FRAP
PPSL 100 ppm 83,7 % + 0,08 1220,57% 1050,55% 5712,5%
BHT 100 ppm - 1122,88° 996,51° 825,13°

4 A partir do teor de compostos fendlico totais.

*Valores médios, na mesma coluna, seguidos de letras minusculas diferentes apresentam diferenga estatisticamente
significativa (p < 0,05).

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Os resultados obtidos neste estudo foram considerados promissores. A eficiéncia de
encapsulacdo encontrada foi semelhante ao de Zhang et al. (2018) que estudaram a atividade
antioxidante e a liberacdo in vitro do extrato de propolis por agregacao induzida por acido
usando zeina desnaturada por calor e carboximetilquitosana. Os autores encontraram efici€éncia
6tima de encapsulagcdo com base no contetudo fenolico total de 83,36%.

Da Silva et al. (2013) obtiveram eficiéncia de 76% em pos de propolis elaborados
com goma arabica. Reis et al. (2016) verificaram uma eficiéncia da encapsulacao de 76,86 +
0,02% na microencapsulacao da propolis brasileira utilizando amido modificado como material
encapsulante. Andrade et al. (2018) relataram eficiéncia de microencapsulagao entre 70 e 79%
de extratos de propolis em sistemas com goma arabica. Nori et al. (2011) obtiveram 72,01% e
66,12% de eficiéncia em seus microencapsulados de extrato de propolis obtidos por
coacervagdo complexa. Estes autores avaliaram como bem-sucedida a microencapsulagao
quando o resultado de compostos fenolicos de um pd apresenta um minimo de material de
superficie ativo e uma maxima reten¢ao do material ativo, ou seja, um valor fendlico maior na
ruptura das microparticulas do que seu valor em relagdo a superficie, efeito observado neste

estudo.
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A eficiéncia de encapsulagdo do PPSL encontrada neste trabalho foi superior aos
valores encontrados na literatura, mostrando capacidade de retengao do soro de leite. Baysan et
al. (2021) relatam que as proteinas do soro de leite protegem os materiais encapsulantes contra
a oxidag¢do, pois exibem boas propriedades emulsificantes.

Em termos, observando-se o valor dos compostos fendlicos contido dentro das
microcapsulas (apds ruptura), concluimos que o soro de leite reteve com eficacia o material
bioativo do extrato de propolis. De acordo com Sahlan et al. (2017) uma boa eficiéncia na
encapsulacdo deve ser em torno de 80%, porque mostra que o processo nao elimina as
substancias ativas existentes.

O PPSL apresentou alta atividade antioxidante em todas as determinag¢des quando
comparado a amostra com BHT na mesma concentracdo, observando-se diferenca significativa
(p <0,05) entre os ensaios para a mesma amostra, quanto em comparagao entre as amostras. Os
ensaios ABTS e DPPH sao baseados na capacidade dos antioxidantes de reagir com os radicais
livres, enquanto no ensaio FRAP mede-se a atividade de reducdo dos antioxidantes. A realizagdo
de um unico teste para avaliar a atividade antioxidante pode ndo ser suficiente conforme
relatado por (LIAUDANSKAS et al., 2021).

Os valores das atividades antioxidantes foram altos comparando a relatos na
literatura. Dos Reis et al. (2017) obtiveram na microencapsulacao de extrato de propolis (20%)
com Capsul@ valores de DPPH de 2,31 + 0,06 pmols Trolox g, ABTS de 71,84 = 1,75 umols
Trolox g ! e FRAP de 3,39 + 0,01 pmols Trolox g '. Os estudos da capacidade antioxidante
realizados por Jansen-Alves et al. (2019) mostraram valores pelo método FRAP de 815,75
umols Trolox g ! e DPPH de 51,12 umols Trolox g '.

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

Andrade et al. (2017) analisaram amostras de propolis marrom, verde e vermelha
do Brasil e encontraram 471,51, 604,20 e 633,18 umols Trolox g !, respectivamente, pelo

método FRAP, valores inferiores aos obtidos neste estudo.
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A avaliacdo da atividade inibidora do PPSL pelo método espectrofotométrico FRAP
revelou capacidade antioxidante de 5712,5 umols Trolox-g %, um valor cerca de sete vezes
maior que do BHT (825,13 umols Trolox-g !). Quando a mesma amostra (PPSL) foi analisada
a partir dos métodos DPPH (1050,55 pmols Trolox-g ) e ABTS (1220,57 umols Trolox-g 1),
os valores também foram maiores que do BHT (DPPH 996,51 pmols Trolox-g %, e ABTS
1122,88 umols Trolox-g 1), caracterizando atividade sequestrante de radicais livres mais forte
do que o antioxidante sintético (Tabela 10). Com os resultados obtidos, observou-se que os
valores para atividade antioxidante sdo dependentes do método usado em sua avaliagao.

Devido as condi¢des metodoldgicas, pode-se observar a diminui¢do da atividade
antioxidante de alguns compostos da propolis que abrangem ndo apenas compostos
hidrofobicos, mas também hidrofilicos. Por ser um produto natural, a prépolis possui uma
variedade e complexidade de compostos fenodlicos com lipofilicidade diferenciada que poderao

agir com mecanismos desiguais em diferentes meios (LIAUDANSKAS et al., 2021).

5.5 Estudos de estabilidade oxidativa em manteiga

A fim de avaliar a estabilidade quimica de amostras de manteigas contendo o p6 de
extrato de propolis microencapsulado em soro de leite (antioxidante) foram executados estudos
de oxidag¢do lipolitica a temperatura de 50 °C e de oxidacdo acelerada pelo método Rancimat.
O acompanhamento cinético da degradagdo foi realizado para os parametros de indices de
perdxido (IP), que infere sobre a fase primaria de oxidagdo e de substancias reativas ao acido

tiobarbittrico (TBARS), relacionado a fase rancificagcdo dos 6leos e gorduras.

5.5.1 Estudo cinético da degradacao lipidica

Para a cinética de degradagao PPSL e BHT foram testados nas concentragdes de 50
e 100 ppm como inibidores da oxida¢do da manteiga a 50 + 3 °C em periodos de 7, 21, 33 e 42
dias. Os efeitos protetores dos antioxidantes selecionados foram avaliados com base em sua
capacidade de inibir a formagao de produtos de oxidagdo e retardar a degradacdo de acidos
graxos poli-insaturados.

A modelagem cinética de degradagdo lipidica foi avaliada para ordem zero e de
primeira ordem. Os valores da constante de velocidade ko (meq kg!' min™') e k&1 (min!) nas

condig¢des do estudo estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Parametros cinéticos a 50 + 3°C para a oxidacdo da manteiga na presenca dos
diferentes sistemas antioxidantes testados: antioxidante sintético (BHT) e antioxidante natural
PPSL (p6 de propolis microencapsulado em soro de leite).

Indice de peroéxido

Amostra de manteiga fa R? f R?
meq O: kg™ dia™ (dias™)
Controle 0,180 0,9269 0,149 0,5282
com BHT 50 ppm 0,144 0,9392 0,143 0,4668
com PPSL 50 ppm 0,102 0,9336 0,136 0,5797
com BHT 100 ppm 0,070 0,9587 0,126 0,4651
com PPSL 100 ppm 0,056 0,9596 0,121 0,5498
TBARS
Amostra de manteiga ko R? f R?
mg MDA kg* dia™! (dias™)
Controle 0,049 0,6910 0,134 0,9770
com BHT 50 ppm 0,025 0,7549 0,117 0,9724
com PPSL 50 ppm 0,019 0,7693 0,110 0,9611
com BHT 100 ppm 0,011 0,8421 0,095 0,9347
com PPSL 100 ppm 0,008 0,8805 0,088 0,9145

Fonte: Autor (2021).

Notadamente, o modelo de primeira ordem para a estimativa cinética na fase de
inducdo oxidativa via indice peroxido (IP) e de ordem zero na fase de rancificacdo via indice
de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) ndo apresentaram boas correlagdes
quando da aplicacdo aos dados experimentais, sendo observados valores de R? inferiores a 0,58
e 0,88; respectivamente. Assim os melhores ajustes foram observados para a descrigdo cinética
na fase primaria segundo um modelo de ordem zero e na fase de rancificacdo a partir de um
modelo de primeira ordem. Os perfis cinéticos para o acompanhamento do processo oxidativo
estao apresentados nas Figuras 15 e 16 a seguir. Oportunamente, as curvas cinéticas do modelo
de primeira ordem para as variacoes de IP e de ordem zero para as variacoes de TBARS nao

foram apresentadas, considerado os baixos valores de R? observados na Tabela 11.
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Figura 15 - Cinética de ordem zero para indice de peroxido a temperatura de 50 + 3°C para a
oxidagdo da manteiga na presenca dos diferentes antioxidantes testados.
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Figura 16 - Cinética de primeira ordem para TBARS a temperatura de 50 + 3°C para a oxidacao
da manteiga na presenca dos diferentes antioxidantes testados.
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Em ambas as concentragdes, os compostos bioativos contidos no PPSL foram
eficazes como antioxidantes, reduzindo a taxa de oxida¢do da manteiga quando comparado a
amostra sem antioxidante (controle) e ao BHT na mesma concentragcdo. As agcdes neste caso
podem ser relacionadas a reducdo da formagao e decomposicao de perdxidos e ao retardo do
processo de hidrolise dos triglicerideos e consequentemente da formagado de acidos graxos livres.

Na Tabela 11 os valores de ko e k1 para as amostras de manteiga com 100 ppm de
PPSL e 100 ppm de BHT apresentaram os melhores resultados de reducao da oxidagao lipidica.

O maior efeito foi atribuido a concentragao 100 ppm do PPSL durante o periodo de 42 dias
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refletindo na menor formacdo de perdxidos e de substincias redutoras ao TBA. Quando
comparado ao sistema lipidico sem inibidor (0,180 meq kg™' min'), na presenca de 100 ppm de
PPSL a taxa de reagio (ko) para formagio de peroxidos foi de 0,056 meq kg™! min™!, um valor
cerca de trés vezes inferior, correspondente a inibi¢ao de 68,9% da velocidade de oxidacdo. Por
outro lado, o sistema lipidico contendo 100 ppm de BHT inibiu 61,1% a taxa de oxidagao (0,07
meq kg min) quando comparado a amostra controle. Estes resultados confirmam o maior
potencial do pd de prépolis como agente antioxidante na fase primaria da degradacgao lipidica
da manteiga em estudo.

Santos; Shetty e Da Silva Miglioranza (2014) mostraram em seus experimentos
com adi¢do de extratos de fendlicos (200 ppm) de ervas Lamiaceae em manteigas um aumento
da atividade antioxidante com o tempo de armazenamento a 60 °C. Em 40 dias o valor de ko
encontrado foi de 0,995 meq O kg! min™!, o qual foi superior ao observado neste estudo e
mesmo assim considerado promissor quanto a inibi¢ao pelos autores.

Na fase de rancificacdo, o efeito sobre a cinética de oxidacao (k1)da manteiga com
100 ppm de PPSL com relacdo a manteiga sem antioxidante observou-se uma reducao de 34,3%
da taxa de formagado de produtos secundarios de oxidacao (TBARS) apos os 42 dias de reagao
a 50 °C. Este mesmo feito foi de 29,1% na presencga de 100 ppm de BHT como antioxidante.
De acordo com Papadopoulou e Roussis (2008), o aquecimento a essa temperatura simula o
armazenamento em condi¢des ambientais e pode ser correlacionado ao armazenamento a 4 °C,
confirmando a acdo do antioxidante em produtos de secundarios em temperaturas de
refrigeragdo. Quanto mais tardia a deteccdo dos produtos secundarios, mais longa sera a
estabilidade (CHUACHAROEN; SABLIOV, 2019).

Aydin e Kahyaoglu (2019) investigaram o efeito do alho na estabilidade da
manteiga e observaram que para todas as amostras contendo o antioxidante natural os valores
de TBA reduziram durante estudo de estabilidade, mostrando uma atividade antioxidante
equivalente ao BHT 50 ppm. Estes resultados sdo semelhantes aos achados neste estudo.

As variagdes de TBA podem ser explicadas pela formagao de peroxidos resultante
da oxidagdo primaria que rapidamente se transformaram em produtos de oxidagdo secundaria
sdo instaveis (ERKAYA et al., 2015). E consenso na literatura a relagio direta entre o perfil de
acidos graxos e a oxidacdo lipidica, € que o aumento de acidos graxos insaturados ¢
inversamente proporcional a estabilidade oxidativa devido a reatividade das duplas ligacdes.

O antioxidante natural PPSL possui mecanismo quimico muito mais determinante
na fase primaria do que na fase secundaria de oxidagdo. Desta forma, o perfil saturado das

manteigas, juntamente a presenga de compostos bioativos tais como fendlicos garantiram
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elevada estabilidade oxidativa em todos os tratamentos ao longo do estudo da vida de prateleira.

5.6 Oxidacao Rancimat

O efeito dos antioxidantes PPSL (100 ppm) e BHT (100 ppm) na estabilidade
oxidativa da manteiga foi também avaliado a partir da oxidacdo acelerada em sistema Rancimat
a 110 °C, uma condig¢do mais severa da termo-oxidacao de oleos e gorduras. Nesta metodologia
o tempo de indugdo foi utilizado como principal indicador da atividade dos antioxidantes
utilizados. Em um sistema lipidico, o tempo de indugdo representa o ponto de inflexdo entre a
fase de iniciagdo e propagac¢do da oxidagdo, enquanto a vida util representa o periodo de tempo
que alguns oOleos e gorduras comestiveis excedem as limitacdes regulamentares. Quando os
antioxidantes sdo consumidos, o periodo de indugdo terminara e a oxidacao ocorrera na mesma
taxa que na auséncia de antioxidantes (ZHOU; XIONG; SHI, 2016).

A determinacdo do periodo de indugdo (PI) ¢ um pardmetro util para prever a
expectativa de vida de prateleira e manutengdo da qualidade de 6leos e gorduras. Um PI mais
alto estd associado a manutengao prolongada da qualidade e vice-versa (NADEEM et al. 2014).

A Figura 17 mostra os perfis de estabilidade oxidativa das amostras de manteiga

controle e com os antioxidantes PPSL e BHT.

Figura 17 - Perfil oxidativo a 110 °C obtida nos ensaios de estabilidade pelo método de
Rancimat para as amostras de manteigas contendo PPSL e BTH como antioxidantes.
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Na Figura 17 observa-se que na amostra contendo PPSL, o periodo de indugdo (PI)
foi de 28,9 h; enquanto para as amostras controle ¢ BHT os valores foram de 23,6 h e 27,6h
respectivamente. Esses resultados indicaram que o antioxidante natural preparado (PPSL)
apresentou comportamento de protecdo maior em comparagdo com BHT em igual concentragao,
ratificando os resultados de inibi¢cao encontrados no estudo de cinética de oxidagao a 50 °C.

Nadeem et al. (2014) ao avaliarem a adi¢do de extrato de gergelim (150 ppm) a
manteiga no estudo de estabilidade oxidativa a 10 °C encontraram um periodo de indugao (PI)

de 12,16 h. Neste estudo o valor de PI foi considerado importante e o extrato vegetal de alta
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eficiéncia antioxidante. Comparando ao desta pesquisa, o resultado foi duas vezes menor para
o periodo de indugdo da manteiga com o po de extrato de propolis em soro de leite, o que mostra
a eficiéncia antioxidante das microcapsulas preparadas.

Os antioxidantes podem ser consumidos gradativamente pela reagdo com os
radicais livres durante o mecanismo oxidativo. As diferengas na eficiéncia dos antioxidantes
podem ser atribuidas as suas estruturas quimicas. Os compostos biativos, principalmente de
natueza fenolica presentes no PPSL tem pelo menos dois grupos hidroxila ativos em seu anéis
benzénicos tornando-os mais facilmente doadores de atomos de hidrogénio para os radicais
produzidos, interrompendo a propagacdo da cadeia oxidativa, 0 BHT por exemplo s6 possui
um -OH fendlico em sua estrutura. Os extratos de propolis possuem combinagdes de compostos
fendlicos e flavonoides que lhes conferem alto potencial bioativo e correlagao positiva com a
capacidade antioxidante (REIS et al., 2017; IBARRA-ESPAIN et al. 2020).

De acordo com Antoniassi (2001), o acréscimo de algumas horas no periodo de
inducdo de um produto trigliceridico pode corresponder a varias semanas adicionais de tempo
de armazenagem sem rancificacdo. Oportunamente, a manteiga contendo PPSL 100 ppm
(agente antioxidante natural) apresentou a maior protecdo e inibi¢do de radicais livres no
processo de degradacdo da manteiga preparada, prologando em quase 22% o tempo de inicio
da fase de rancificacdo acelerada do material lipidico na amostra original (sem antioxidante).
Comparado ao BHT o aumento de eficiéncia no valor de PI foi de 4,7%, o que se considerou

COMO Promissor nesta pesquisa.

5.7 Caracterizacao fisico-quimicas e microbioldgicas das manteigas

A manteiga adicionada de 100 ppm de PPSL e a manteiga controle (sem adicao de
antioxidante) apresentaram resultados microbioldgicos dentro dos padrdes estabelecidos pelo
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade da Manteiga (Brasil, 1996) quanto a contagem
de coliformes a 45 °C (< 3,0 NMP/g), estafilococos coagulase positiva (< 10 UFC/g) e
“auséncia” para a pesquisa de Salmonella sp. Os resultados apresentados nesta etapa foram
fundamentais para o consumo seguro do produto na realizagdo do teste triangular sensorial.

A adicdo do PPSL a manteiga, aumentou os valores de proteinas, cinzas e
carboidratos. O teor de gordura, ndo apresentou variacao significativa (p < 0,05) com a adicao

do antioxidante natural (TABELA 12).
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Tabela 12 - Pardmetros composicionais da manteiga natural e com a adi¢do de antioxidante
PPSL.

Amostra Umidade Proteinas Lipidios Cinzas Carboidratos
Controle 13,7+ 0,06 0,199+ 0,001 86°+0,01 0,0032+0,001 0,069+ 0,056
PPSL 154*+0,10 023°+0,006 847+0,01 0,069"+0,001 0,296+ 0,094

*Valores médios, na mesma coluna, seguidos de letras minusculas diferentes apresentam diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05). Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Para o valor de umidade, mesmo apresentando um aumento significativo, o mesmo
permaneceu dentro dos pardmetros exigidos pela legislagao brasileira vigente que estabelece
um valor maximo de 16% em 4gua (BRASIL, 1996). Isso ¢ importante visto que um maior teor
de umidade pode levar a um elevado grau de hidrolise, o que pode acarretar no desenvolvimento
de sabores questionaveis e de menor aceitabilidade (NADEEM et al., 2017).

Mehdizadeh et al. (2019) apresentaram resultados semelhantes em suas analises
fisico-quimicas na pesquisa sobre o efeito do extrato hidroalcodlico das membranas do septo
do carogo de noz na vida de prateleira da manteiga tradicional com teores de gordura de 79,7%
+ 0,8 e umidade de 15,1% =+ 0,20 e por Nadeem et al. (2014) com gordura de 83,1% + 1,59 e
umidade de 15,3% + 0,24.

Os valores dos parametros fisico-quimicos encontrados na manteiga adicionada de
PPSL modificaram composicdo final, mas permanecendo dentro dos padrdes legais de
identidade e qualidade. Este fato também foi observado por Lima et al (2020) em suas pesquisas
com manteigas. Estes autores relataram que as propriedades fisicas e tecnoldgicas do produto
sdo dependentes do método de producdo podendo haver grande variagdes nos resultados
encontrados nas amostras entre uma marca comercializada e outra, ou até mesmo entre a mesma

fabricante.

5.8 Analise sensorial

Apds aprovacdo dos resultados microbiologicos foi realizado o teste sensorial
triangular entre as amostras de manteiga controle e com a manteiga adicionada do p6 de
propolis. Participaram por livre € espontanea vontade, 66 provadores sem distingao de géneros,
com idades variando entre 36 ¢ 56 anos e de escolaridade identificados como ensino médio
completo (62%) e ensino superior (38%)

Os provadores foram questionados quanto a frequéncia de consumo de manteiga e

44 disseram consumir diariamente enquanto 26 disseram “consumir 2 ou 3 vezes na semana’.
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Para a segunda pergunta sobre o quanto eles gostavam de manteiga observou-se que
81,8% dos julgadores declararam ‘“gostar muitissimo” e 18,2% responderam ‘“‘gostar muito”.
Uma observagao satisfatoria foi que nenhum dos provadores respondeu “ndo gosto” ou “gosto
ligeiramente” do produto consumido, revelando um aspecto positivo da avaliagdo pelos
provadores.

No espaco para os comentarios (opcao facultativa) contido na ficha sensorial
entregue aos provadores foram encontrados 20 relatos do tipo: “ndo se consegue detectar
nenhuma diferencga entre as amostras servidas”.

Segundo Dutcosky (2013), o nimero minimo de respostas corretas do total de
julgadores para concluirmos se houve diferenca significativa entre as duas amostras testadas é
de 29 (p > 0,05). No presente estudo, o resultado do painel sensorial obtido foi de 24 (36,36 %)
avaliadores detectando diferenca entre os produtos degustados. Este valor abaixo do minimo de
julgamentos corretos esperados permite inferir que as amostras ndo sdo diferentes em suas
propriedades sensoriais e apresentam similaridade. Isso sugere que adi¢do do p6 do extrato de
propolis encapsulado com soro de leite (PPSL) a manteiga nao causou diferenca detectavel na
qualidade sensorial do produto.

A significancia foi analisada através do Teste de t-Student comprovando nenhuma
correlagdo significativa (p = 0,372) assegura com 95% de certeza, considerada a propor¢ao de
discriminadores (Pd), que ndo mais que 30% da populacdo conseguira detectar diferenca entre
as amostras de manteigas adicionadas de 100 ppm de extrato de propolis microencapsulado em
soro de leite. Tendo em vista os aspectos conceituais do teste triangular, ¢ oportuno a realizagdo
de outros testes sensoriais (descritivos) visto que ele ndo identifica os atributos responsaveis
pela composi¢ao da manteiga.

Os resultados encontrados neste trabalho reforgcam os pressupostos citados na
literatura por Andrade et al. (2018), Dos Reis et al. (2017), Lima et al. (2020), Mangiring et al.
(2018) e Spinelli et al. (2015) que relatam ser a microencapsulagdo dos extratos de prdpolis
uma alternativa de mascarar 0s sabores e odores intensos da propolis quando inserida em

alimentos.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/sensory-quality
https://link-springer-com.ez138.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s11947-018-2115-4#ref-CR15

82

6 CONCLUSOES

As melhores condi¢des de desidratagdo por aspersao em secador spray dryer
permitiram a obten¢do do pd de extratos de propolis microencapsulado em soro de leite com
eficiéncia na encapsulagdo e com caracteristicas fisico-quimicas, antioxidantes e morfologica
condizentes a um promissor inibidor de oxidacao lipidica.

O estudo da estabilidade oxidativa pelos métodos Schaal Oven Test e teste Rancimat
permitiu observar que a inibi¢do da degradacgao lipidica € trés vezes maior na manteiga contendo
100 ppm de PPSL quando comparada a amostra sem antioxidante.

O pd de propolis encapsulado em soro de leite empregado como aditivo na manteiga
mesmo promovendo alteragdes em sua composi¢do centesimal, mantém suas propriedades
tecnologicas e as caracteristicas do produto permanecem de acordo com os limites estabelecidos
pela legislagdo vigente. O sabor caracteristico do extrato de propolis ndo € perceptivel de acordo
com a avaliagdo sensorial.

O extrato de propolis microencapsulado com soro de leite representa um avango em
aditivos naturais com eficiente acdo antioxidante, na concentracdo de 100 ppm. Este material
pode ser aplicado pela industria de alimentos para substituir os compostos sintéticos (BHT), a

fim de reduzir os efeitos nocivos a saude do consumidor.
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APENDICE A - MODELO DO TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO (TCLE) UTILIZADA PARA APLICACAO DO TESTE SENSORIAL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Of{a) S1(a) estd sendo convidado a participar da avaliacio sensorial de manteiga
adicionado de extrato de propolis em pd, sob aresponsabilidade da Pesquisadora
Lidiana Souza Correia Lima zdluna de doutorade da Universidade Federal do
Ceara, Campus Pid, Fortaleza-CE. O objetivo desta pesquisa € desenvolver um
pd feito com propolis e soro de leite, para estudo como conservante natural em
manteiga e desta forma verificar através do teste sensorial tnangular se houve
diferenca significativa com a adicio do produto na amostra
Sua participagcio € voluntina e se dard por meio da degustagio de amostras de
manteigas para avaliarmos se existe diferenca enfre as amostras por
consumidores potenciais. Sua participaco ndo implicard em riscos a sua saide
g caso aceite parficipar, estara contribuindo para o desenvolvimento centifico
nacional. Se vocé for alérgico a leite ou intolerante a lactose nio deve
participar. Se depois de consentir a sua participagcioe o(a) St(a) desistir de
continuar participando, tem o direito e aliberdade de retirar seu consentimento
em qualquer momento da pesquisa, sgja antes ou depois da coleta dos dados.
independente do motive e sem nenhum prejuizo a sua pessoa
Osresultados da pesquisa serdo analisados epublicados, mas suaidentidadenZo
serd divulgada, sendo mantida em sigilo.
Para qualquer outra informacdo. o(a) Sr(a) poderd entrar em contato com a
pesquisadora no enderego Avenida Mister Hull, 2977, Bloco 838, Campus do
Pici - Fortaleza - CE. ou com Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ
— Rua Coronel MNunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344.
(Horario: 08:00-12:00 horas de segunda a sexta-feira).
Consentimento Pés—Informacio Declaro que fui informado sobre o projeto de
pesquisa e sobre minha colaboragfio, e compreendi os objetivos. Por isso.
concordo em participar da pesquisa sabendo que a qualquer momento posso
refirar meu consentimento em participar. Este documento é emitido em duasvias
que serfo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com
cadaum de nos.
Data: 24/11/2020
Ciente:
Assinatiura do participante
Data: 24/11/2020
MNome do pesqusadora: Lidiana Souza Correia Lima

Assinatira da pesquisadora
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APENDICE B - MODELO DE FICHA UTILIZADA PARA APLICACAO DO TESTE
TRIANGULAR.

TESTE TRIANGULAR

NOME IDADE: 18-25( ) 26-35( )36-56( )57-60( )
ESCOLARIDADE: DATA:

1) Com que frequéncia vocé consome manteiga? 2) O quanto vocé gosta de manteiga?

( ) Diariamente () Gosto muitissimo

( ) Semanalmente (2 -3 X) ( ) Gosto muito

( ) Ocasionalmente ( ) Néo gosto

( ) Quinzenalmente () Gosto ligeiramente

Vocé esta recebendo trés amostras codificadas de MANTEIGA ADICIONADA DE EXTRATO DE
PROPOLIS EM PO. Duas amostras sdo iguais e uma é diferente. Por favor, prove as amostras da

esquerda para direita e circule o nimero que corresponde a amostra diferente.

Comentarios:
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APENDICE C - TABELA 13 - PARAMETROS ANALITICOS E COMPOSTOS BIOATIVOS DETERMINADOS POR LC-MS/MS
PARA AS AMOSTRAS DE PROPOLIS IN NATURA E ENCAPSULADA EM SORO DE LEITE (PPSL).

Tabela 13 - Parametros analiticos e compostos bioativos determinados por LC-MS/MS para as amostras de propolis in natura e encapsulada em
soro de leite (PPSL).

Amostra de
Pi Compost Férmula T: [M-H] [M-H] Fragmentos de ions Erro propolis Referéncia
1co omposto molecular | (min) [ Observado | Calculado (MS/MS) (ppm) - elerencias
PPSL n
natura
Kaempferol 303,0707; 285,0627; %
1 deriodo CasHiOis | 274 | 4550812 | 4550826 | oo 0rn ol e | 1.5 + +
2 | Galato demetila | CsH,Os |3,20 | 183,0266 | 183,0293 | 125,0213,124,0133 | 1,6 n n Chang et al. (2008)
Kaempferol 455,0782, 437,0727,
3 P CaeH2017 | 3,47 | 607,0929 | 607,0935 | 285,0573, 169,0144; | -0,7 + + *
derivado
125,0232
Kaomnforol 607,1250, 589,0784;
4 3: P fi ° Cx3Hy02 | 3,98 | 759,1033 | 759,1045 | 437,0558; 285,0658; | -2,4 + + *
rvado 169,0052, 125,0188
5 Gamm;l)“gosone CioHxOo | 4,08 | 427,0794 | 427,0796 229,0462 0,1 - - Ukvg(e)zl‘;;’t al.
6 Miricetina CoH1s012 | 420 | 463,0863 | 463,0877 316,0192 3,0 + + Bonin et al. (2020)
7 | Quereetmad- o gg0y | 471 | 447,0917 | 447,0027 300,023 1|+ + Ferreres et al.
ramnosideo (1996)
8 Isoscoparina C»nH2 011 | 4,97 461,1069 461,1084 3 15’0(2)22;0219696’0547; -1,8 + + Lv etal. (2018)
9 Isomerode | ¢ 1y 0, | 526 | 4611078 | 461,1084 | 313:0015:299.0587: 1 5 + + Lv etal. (2018)
isoscoparina 283,0201




Tabela 13 - Parametros analiticos e compostos bioativos determinados por LC-MS/MS para as amostras de propolis in natura e encapsulada

em soro de leite (PPSL) (continua).
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Amostra de
Pi C . Férmula T, [M-H] [M-H] Fragmentos de ions Erro propolis Referéncias
1co omposto molecular | (min) [ Observado | Calculado (MS/MS) (ppm) PPSL in
natura

Ristivojevi¢ et al.
_ (2018); Saleh et al.
10 Kaempferol CisHoOs | 5,91 | 285,0421 | 285,0399 | 151,0011;133,0279 | -4,2 + + (2015 Bonin ot ol

(2020)

11 Tamarixetina | CisH1O7 | 5,97 | 315,0465 | 315,0475 | 300,0240; 151,0030 | -1,1 + + Falcdo et al. (2013)

12 Quercetina CisHoO7 | 6,07 | 301,0345 | 301,0348 193,0092 0,3 + + R‘Stlv(‘gglvéc) ctal.
13 Isorhamnetina | CisH1O7 | 6,25 | 315,0490 | 315,0505 | 300,0229; 271,0190 | -1,2 + + Falcdo et al. (2013)
14 Seringetina | Ci7HiOs | 6,33 | 3450562 | 3450577 330’03{ g 0301155’04039 06 |+ + | Falcdo et al. (2013)
15 | Bomerode o 0, | 647 | 3150500 | 3150505 | 3000263;271.0223 | 02 |+ + | Falcdo etal. (2013)

1sorhamnetina

16 Apigenina CisHoOs | 6,59 | 269,0429 | 269,0450 151,0004 1,8 + + Bonin et al. (2020)
17 Nariagenina CisH110s | 6,61 271,0573 271,0606 151,0020 -3,9 + + Bonin et al. (2020)
18 Kasgglfzrt‘éf CisH1Os | 6,73 | 299,0488 | 299,0515 | 284,0267;151,0019 | -4.3 + + Saleh et al. (2015)
19 | 3-Metoxiluteolina | CisH; 1O, | 6,84 | 315,0480 | 315,0505 | 300,0286; 192,0020 | 1,9 + + Falcdo et al. (2013)

Kaempferol-7- ) Xu et al. (2019);

20 ol bt CisH11O0s | 7,06 | 299,0484 | 299,0515 | 284,0257;150,9998 | -4.4 + + Saleh of 4. (2015)

Isomero de
nero de- 314,0404; 299,0202; Xu et al. (2019);
21 quercetlé?:;dlmetll Ci7Hi307 | 7,20 | 329,0617 | 329,0661 2710213 -34 + + Saleh et al. (2015)




Tabela 13 - Parametros analiticos e compostos bioativos determinados por LC-MS/MS para as amostras de propolis in natura e encapsulada

em soro de leite (PPSL) (continua).
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Amostra de
Pico Composto Formula Tr [M-H] [M-HJ Fragmentos de ions Erro propolis Referéncias
! P molecular | (min) | Observado | Calculado (MS/MS) ®Pm) | ppgr. in !
natura
Isomero de
Lo B 314,0359; 299,0198; Xu et al. (2019);
22 quercetléI;:;dlmetll Ci7Hi307 | 7,22 329,0669 329,0661 271,0197 0,4 + + Saleh et al. (2015)
. . ] Xu et al. (2019);
23 | Metil pinobanksin | CisHi30s5 | 7,40 285,0766 285,0763 165,0177; 119,0471 0,2 + + Saleh et al. (2015)
. 285,0695; 149,9937; Isidorov et al.
24 Homoeriodictiol | CicHi306 | 7,64 301,0681 301,0712 135.0423 -3,0 + + (2016)
Pinocembrina-7- 255,0775; 150,9973; Pavlovic et al.
25 metil éter CioH304 | 7,71 1 269,0775 | 269,0814 1“5 5074 19,0401 | =7 * " (2020)
26 | Kaempferol-3,5- Ci-Hi306 | 7,79 | 313,0682 | 313,0712 | 283,0245;255,0283 | -3.4 + - Falcio et al. (2013)
dimetil éter
27 Ramnetina CiH110, | 7,91 | 315,0454 | 315,0480 | 283,0193;165,0155 | -1,0 + + Pavi%lz"o‘;t al
. . 314,0424; 299,0165; Rivero-Cruz et al.
28 Dillenetina Ci-Hi307 | 8,06 | 329,0608 | 329,0631 271.0201: 1350037 2,2 + + (2020)
5,7-Diidroxi- , .
29 345 CisH1s07 | 822 | 343,0766 | 343,0788 | 2130273 27001481 + + | AbdElHadyetal
. . 151,0047 (2007)
trimetoxiflavona
30 Sakuranetina Ci6Hi305 | 8,49 285,0720 285,0763 270’0}};;01;657’0144; -3,2 + + Park et al. (1998)
31 Acacetina CiH1Os | 8,61 | 283,0627 | 283,0610 | 268,0324;151,0010 | 2.5 + - Albuq(‘;eorg;l)e etal,
Kaempferol 7,4'- ) Abd El-Hady et al.
32 dimeti] &tor Ci-Hi307 | 8,96 | 329,0691 | 329,0661 | 299,0414; 165,0217 3,5 + - (2007)




Tabela 13 - Parametros analiticos e compostos bioativos determinados por LC-MS/MS para as amostras de propolis in natura e encapsulada

em soro de leite (PPSL) (conclusdo).
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Amostra de
Pico Composto Formula Tr [M-H] [M-HJ Fragmentos de ions Erro propolis Referéncias
! P molecular | (min) | Observado | Calculado (MS/MS) ®Pm) | ppgr. in !
natura

Kaempferol-3,4’- . Xu et al. (2019);
33 dimetil Stor Ci7H1:06 | 9,03 | 313,0715 | 313,0712 | 283,0247;255,0285 | -0,3 + - Falcio et al. (2013)

Quercetina 3,5,3'- 328,0529; 270,0123; Xu et al. (2019);
34 trimetil éter CisHisO7 | 9,26 | 343,0792 | 343,0818 162,8337 0,5 * i Falcio et al. (2013)
35 | Medicapina | CieHiOs | 9,32 | 269,0814 | 269,0814 254’0?‘3‘2; 015‘5860130; 0,0 + ] Omar et al. (2015)
36 Preni 8? . C20H 1905 | 9,49 339,1213 339,1232 | 271,1002; 151,0031 2,1 + - Omar et al. (2015)

renllnarlngenlna

*Descrito neste trabalho.
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APENDICE D - PROPOSTA DE FRAGMENTACAO E IDENTIFICACAO DOS
COMPOSTOS KAEMPFEROL DERIVADO COM PICOS DE NUMEROS 1,3 E
4 NA CARACTERIZACAO LC-ESI-QTOF/MS DE COMPOSTOS
POLIFENOLICOS DE PPSL E PROPOLIS IN NATURA
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ANEXO A - NUMERO DE JULGADORES NECESSARIOS PARA TESTE
TRIANGULAR

Tabela 14 - Numero de julgadores necessarios para teste triangular.

P
« 0.20 0,10 0,05 0,01 0,001
0,20 Pd = 50% 7 12 16 25 36
0,10 12 15 20 30 43
0,05 16 20 23 35 43
0,01 25 30 35 47 62
0,001 36 43 48 62 81
0,20 Pd = 40% 12 17 25 36 35
0,10 17 25 30 46 67
0,05 23 30 40 57 79
0,01 35 47 96 76 102
0,001 55 68 76 102 130
0,20 Pd = 30% 20 28 39 64 97
0,10 30 43 94 1 119
0,05 40 53 66 98 136
0,01 62 82 97 131 181
0,001 93 120 138 181 233
0,20 Pd = 20% 39 64 86 140 212
0,10 62 89 119 178 260
0,05 87 117 147 213 305
0,01 136 176 211 292 397
0,001 207 257 302 396 513
0,20 Pd = 10% 149 238 325 929 819
0,10 240 348 457 683 1011
0,05 325 447 572 828 1161
0,01 925 680 824 1132 1539
0,001 803 996 1165 1530 1992

Fonte: ASTM, E1885 - 04.



