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RESUMO

A proépolis € um produto é rico em compostos fendlicos que apresentam atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria. Assim como a prépolis, a aceroleira €
reconhecida por seu alto teor de acido ascoérbico (AA), compostos fendlicos totais
(CFT), carotenoides, antocianinas e consideravel potencial antioxidante. Tais
compostos bioativos podem ser protegidos da degradacdo pela técnica de
encapsulacdo, cujo material de parede tornara a sua liberagéo possivel sob condi¢des
especificas. Desta forma, este trabalho teve como objetivo a obtencdo dos pos a partir
da polpa de acerola, acrescida de extrato de propolis verde e os materiais de parede
goma arabica e maltodextrina através da liofilizagdo. As propolis verde e vermelha
foram primeiro caracterizadas quanto a determinacdo de parametros fisico-quimicos,
identificacdo dos constituintes quimicos através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e atividade antiacetilcolinesterase. Os extratos de propolis foram
avaliados quanto a estabilidade através da atividade antioxidante em um intervalo de
(0,5,10,15) dias. As caracteristicas fisico-quimicas da polpa também foram avaliadas.
Os pos obtidos com a polpa integral de acerola e extrato de prépolis foram avaliados
guanto a umidade, cor, higroscopicidade, solubilidade, teor de compostos fendlicos,
teor de flavonoides, atividade antioxidante e atividade antiacetilcolinesterase contendo
20% (m/m) dos adjuvantes de secagem. Os resultados mostraram que as prépolis
verde e vermelha apresentaram conformidade com os padrbes de identidade e
gualidade. No teste de estabilidade, o extrato de prépolis verde manteve-se mais
estavel em relacdo ao extrato de prépolis vermelha, com valores de concentracao
inibitoria (IC 50) que variaram entre 75,45% e 82,87%. Os p6s de polpa integral de
acerola e extrato de propolis apresentaram umidade entre 2,49% e 6,59%,
higroscopicidade 4,61% e 8,69% e solubilidade 85,78% e 95,24%. A adicdo dos
materiais de parede na mistura contribuiu para reducdo da umidade dos pés, enquanto
gue a maltodextrina resultou em pdés com maior higroscopicidade e solubilidade. Os
pos também resultaram em compostos fendlicos variando entre 8,41 e 39,55
mgGAE.g!, flavonoides 3,73 e 5,06 mgQE.g!, atividade antioxidante 17,83% e
25,78% e atividade antiacetilcolinesterase 12,46 e 14,65 ug.mL*. Valores esses que
se comparados a polpa integral mostraram-se melhores com efeito sinérgico. Os

adjuvantes contribuiram também para uma maior luminosidade nos pos em relacdo a



polpa integral. Portanto, a secagem por liofilizacao foi uma técnica adequada para

obtencdo do p6 deste produto, aumento e conservacao dos seus compostos bioativos.

Palavras-chave: compostos fendlicos; atividade antioxidante; material de parede;

liofilizacao.



ABSTRACT

Propolis is a product rich in phenolic compounds that have antioxidant, antimicrobial
and anti-inflammatory activities. Like propolis, acerola is recognized for its high content
of ascorbic acid (AA), total phenolic compounds (TPC), carotenoids, anthocyanins and
considerable antioxidant potential. These bioactive compounds can be protected from
degradation by the encapsulation technique, whose wall material will make their
release possible under specific conditions. Thus, this study aimed to obtain powders
from acerola pulp, added with green propolis extract and the wall materials gum arabic
and maltodextrin through lyophilization. Green and red propolis were first characterized
regarding the determination of physicochemical parameters, identification of chemical
constituents through high performance liquid chromatography (HPLC) and
antiacetylcholinesterase activity. The propolis extracts were evaluated for stability
through antioxidant activity over a period of (0.5, 10, 15) days. The physicochemical
characteristics of the pulp were also evaluated. The powders obtained with the whole
acerola pulp and propolis extract were evaluated for moisture, color, hygroscopicity,
solubility, phenolic compound content, flavonoid content, antioxidant activity and
antiacetylcholinesterase activity containing 20% (w/w) of the drying adjuvants. The
results showed that the green and red propolis complied with the identity and quality
standards. In the stability test, the green propolis extract remained more stable than
the red propolis extract, with inhibitory concentration (IC 50) values ranging from
75.45% to 82.87%. The acerola whole pulp and propolis extract powders presented
moisture content between 2.49% and 6.59%, hygroscopicity 4.61% and 8.69% and
solubility 85.78% and 95.24%. The addition of wall materials in the mixture contributed
to reducing the moisture content of the powders, while maltodextrin resulted in powders
with greater hygroscopicity and solubility. The powders also resulted in phenolic
compounds ranging from 8.41 to 39.55 mgGAE.g*, flavonoids 3.73 and 5.06 mgQE.qg
1, antioxidant activity 17.83% and 25.78% and antiacetylcholinesterase activity 12.46
and 14.65 yg.mL™1. These values, when compared to the whole pulp, were better with
a synergistic effect. The adjuvants also contributed to a greater luminosity in the
powders compared to the whole pulp. Therefore, freeze-drying was an appropriate
technique for obtaining the powder of this product, increasing and preserving its

bioactive compounds.



Keywords: phenolic compounds; antioxidant activity; wall material; freeze-drying.
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1 INTRODUCAO

A propolis é uma substancia produzida pelas abelhas a partir de resina e
brotos de arvores e de suas secrecdes orais, polen e cera. E composta por 50% de
resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de Oleos, 5% de pdlen e 5% de varias
outras substancias. Sua funcdo na vida da colénia esta relacionada as suas
propriedades mecanicas e antimicrobianas, sendo utilizada na construgdo e
adaptacdo da colmeia e na garantia de um ambiente asséptico (BANKOVA et al.,
2019).

Os principais compostos bioativos presentes na prépolis sdo 0s compostos
fendlicos (flavonoides e &cidos fendlicos e 0s seus ésteres), terpenoides e esteroides.
Porém, dependendo da regido de coleta do produto podem haver variacbes destes
constituintes (PELLATI et al.,2011). Além da propolis, outro alimento que apresenta
compostos funcionais é a acerola (Malpighia emarginata D.C.). A mesma, é uma fruta
tropical de alto valor econbmico e nutricional, de interesse da agroinddstria
principalmente pelo seu alto teor de vitamina C, que, juntamente com carotendides e
antocianinas faz com que se destaque na alimentac&o, pois esses compostos retém
radicais livres no corpo humano (BATAGLION et al., 2015).

Para proteger e aproveitar melhor as propriedades da prépolis e da acerola
como ingrediente funcional e/ou fortificacdo de alimentos € a microencapsulacao
(SARKAR et al., 2013). As industrias farmacéuticas e alimenticias usam esse método
para proteger os produtos das condi¢des ambientais, prolongar a vida util do produto
e mascarar sabores desagradaveis (JAFARI et al., 2017).

Os agentes encapsulantes sdo aplicados com a finalidade de aprisionar em
sua matriz os ingredientes sensiveis as rea¢fes quimicas adversas, prevenir a perda
de compostos volateis e mascarar aromas indesejaveis. Entre 0s agentes
encapsulantes tradicionalmente empregados a goma arabica € amplamente utilizada
na industria alimenticia por ser atéxica, inodora e insipida. Ela € o material
encapsulante mais utilizado na microencapsulacdo por spray-drying devido as suas
boas capacidades emulsificantes e formadoras de filme (PUDZIUVELYTE et al.,
2019), bem como sua baixa viscosidade em solu¢cdo aquosa. Do mesmo modo, outro
dos agentes encapsulantes mais amplamente utilizados, além da goma arabica, é a

maltodextrina. Por fornecer maior solubilidade ao principio ativo é descrita como uma
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mistura de polimeros sacarideo nutritivo, ndo-doce, que consistem em unidades de D-
glucose. A maltodextrina € uma boa solucdo entre o custo e a eficacia porque ele é
insipido, com uma proporcao alta de teor de soélidos e esta disponivel em diferentes
pesos moleculares. Em geral, tém elevada solubilidade em &gua, baixa viscosidade e
sabor formam solucdes incolores e sdo extensivamente utilizados na induastria
alimentar (SAENZ et al., 2009).

Nesse contexto, esta pesquisa foi desenvolvida visando a obteng&o de microcipsulas
liofilizadas contendo extrato de propolis em diferentes concentragbes e polpa de
acerola para preservar compostos fendlicos e flavonoides utilizando como material de

parede a goma arabica e a maltodextrina.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivos gerais

Obtencdo e caracterizacdo da qualidade dos poés liofilizados contendo

diferentes concentracdes de extrato de prépolis verde, polpa de acerola integral e

adjuvantes.

2.2 Objetivos especificos

a) Verificar se a determinacdo de parametros fisico-quimicos e

substancias quimicas da propolis verde e vermelha in natura e em
extrato hidroalcoolico atendem os critérios de qualidade estabelecidos

pela legislacao;

b) Avaliar a estabilidade dos extratos frente a atividade antioxidante em

c)

um intervalo de 15 dias sob refrigeracéo;
Obter microcépsulas de extrato de prépolis e polpa de acerola integral
pelo metdédo de liofilizacdo, utilizando goma ardbica e maltodextrina

como agentes encapsulantes, totalizando nove formulagoes;

d) Averiguar se a atividade antioxidante dos extratos de prépolis se

mantém estavel durante o armazenamento de 15 dias sob

resfriamento;

e) Analisar se as diferentes concentracdes de goma ardbica e de

maltodextrina alteram a qualidade das microcapsulas de extrato de

prépolis e polpa de acerola obtidas por liofilizacao.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Prépolis

A propolis, material utilizado pelas abelhas para a manutencao e seguranca
da colmeia, é um produto complexo de natureza resinosa, elaborado a partir dos
brotos e exsudatos vegetais. Apds ser enriquecido com secre¢cfes salivares e
enzimaticas das abelhas, como a enzima [B-glicosidase, provoca a hidrélise dos
flavonoides glicosilados em agliconas. O termo propolis traduz exatamente essa
funcédo, pois é derivado do grego “pro” (em defesa) e “polis” (cidade), o que quer dizer
em defesa da cidade ou da colmeia (GHISALBERTI, 1979). Ent&o, ela ndo é vista so
como um material de construcdo, mas também ela é usada como uma arma quimica
contra 0s microrganismos patogénicos, visto que esta substancia pode oferecer a
colmeia um ambiente inadequado para o crescimento destes microrganismos (PARK;
et al. 1998; PALOMINO et al., 2010).

O primeiro relato sobre a utilizagdo da prépolis como um remédio na
medicina popular, é tdo antiga quanto a utilizacdo do mel, remonta de 300 a.c. Gregos
e romanos ja conheciam suas qualidades de cura em geral como antimicrobianos em
ferimentos e em lesdes da pele, os Incas a empregavam como antitérmico (BANKOVA
et al., 2000; CAPASSO e CASTALDO, 2002; VEIGA et al., 2017; PAZIN et al., 2017).

A espécie de abelha conhecida pela producdo da prépolis é a Apis
mellifera, chamada comumente como abelha doméstica. Ela se destaca por ser uma
espécie bastante eficiente, polinizando mais do 30% da comida que comemos; além
disso elaboram mel, geleia real e cera (UNIVERSITY OF FLORIDA, 2013).

Da grande quantidade de medicamentos naturais produzidos no Brasil,
encontram-se 0s popularizados extratos etanolicos de propolis. Estes extratos sao
utilizados pela comunidade para tratar diferentes afeccdes tais como: infeccdes
bacteriana, virais e fungicas. E utilizada também como cicatrizante, anti-inflamatéria,
antioxidantes, anticancerigenas, entre outras propriedades que ja foram confirmadas
por numerosas pesquisas (OLIVEIRA, et al, 2012; SAYED, ASHRYA, AHMADB,
2012).

3.2 Composicao Quimica da propolis
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A composicado quimica da prépolis € variavel, mudando de acordo com a
regido, solo, temperatura, florada. O progresso de técnicas analiticas, como
cromatografia gasosa acoplado a massa (CG-MS) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), proporcionou compreender melhor a sua composicéo e estudar a
atividade dos componentes. Foi esse avanco também possibilitou saber que a
composi¢do quimica da propolis depende muito de varios fatores como: a flora da
regido onde ela é coletada (fitogeografia), sazonalidade e locais, técnica empregada
para a producédo e as diferentes caracteristicas genéticas das abelhas, o que faz que
a propolis apresente variagcdes qualitativas e quantitativas (SILVA, 2016).Sua
composi¢do média basica é de 50% de resina de plantas e balsamos, 30% de ceras,
10% de 6leos essenciais, 5% de pdélen, 5% de outras matérias organicas e substancias
coletadas (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995), secrecfes salivares, cera e
polen para elaboracéo final do produto.

Dos estudos realizados ao propolis, foram identificados mais de 180
compostos principalmente polifenois, destes a maior parte sdo flavonoides
(pinostrobina, quercetina, pinobanquesina), aos quais estdo associados acidos
fendlicos (acidos benzbico, galico, feralico e caféico), vitaminas (vitamina C e E, pro-
vitamina A e vitaminas do grupo B), &cidos gordos ndo saturados, compostos
terpénicos e minerais (célcio, potassio, sédio, manganés, ferro, aluminio, foésforo,
silicio, vanadio e estréncio) (BARBARIC et al., 2011).

Por conta da variedade em relacdo a composi¢ado da propolis, o seu perfil
guimico, pode ser caracterizado pelos seguintes parametros: fendis totais e teor de
flavonoides. Estes compostos séo utilizados para expressar parametros de avaliacéo
padrdo para a propolis, e correlacionam melhor a atividade biol6gica, sendo mais
informativos do que a quantificacdo de componentes individuais (SAYED, ASHRYA,
AHMADB, 2012) visto que os compostos fendlicos, que correspondem a
aproximadamente 50% dos constituintes da propolis (MELLO et al, 2010) , tém sido
apontados como um dos principais elementos biologicamente ativos da prépolis
caracterizados pela presenca de um anel aroméatico ligado a um grupo hidroxila
(Figura 1) e a uma funcdo organica de acido carboxilico (OLIVEIRA, et al, 2012).
Enquanto os flavonoides (Figura 2) sdo moléculas polifendlicas e caracterizam-se pela
coloracdo amarelada dos compostos. Mas pode ocorrer uma variacdo deste
percentual de acordo com a regido de coleta do produto, pois a prépolis possui uma
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composicdo complexa, onde podem ser destacados 0s seguintes constituintes:

a)

b)

Hidrocarbonetos superiores; alcoois; alcoois graxos de cadeia longa;
acidos graxos superiores tipicos de ceras e seus ésteres; aldeidos e
cetonas.

Terpenoides e fenilpropanoides (como &cido clorogénico e &cido
cafeico); esterdides; aminoacidos; acucares; lignanas.

Acidos alifaticos; acidos aromaticos (derivados benzoico e cindmicos);
ésteres aromaticos derivados.

Flavonas e flavonois como, crisina, galangina, quercetina, canferol;
flavanonas (naringenina, pinocembrina); chalconas e diidrochalconas.
Minerais: Na, K, Mg, Ba, Sr, Cd, Pb, Cu, Mn, Fe, V, Si, Al, Ni, Zn, Cr, Ag,
Mo e Co.

Figura 1 — Estrutura quimica dos Fendis simples
OH

Fonte: Pinto 2015.

Figura 2 — Estrutura quimica dos Flavonoides

Fonte: AUTOR.
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Uma menor variacdo da composicado quimica da préopolis € observada nas
regides temperadas do planeta, como, por exemplo, na Europa, onde seus principais
compostos bioativos sdo os polifendis, incluindo flavonoides, acidos fendlicos e seus
ésteres, entre eles o éster feniletil de acido caféico (CAPE) (GREENAWAY et al.,
1990; HEGAZI et al., 2000; BANKOVA et al., 2000; PEREIRA et al., 2002). A prépolis
oriunda dessas regifes possui maior teor de flavonoides do que a propolis de zonas
tropicais (Brasil), que possuem maiores quantidades de substancias fendlicas, como
os fenilpropanoides prenilados e derivados de do acido cinamico (HUANG et al.,
2014). Essas amostras tropicais da prépolis brasileiras, tém mostrado diferencas
significantes nas suas composi¢cdes quimicas em relacdo a propolis da zona
temperada. Por essa razdo, a propolis brasileira tém se tornado objeto de grande
interesse por parte dos cientistas (TRUSHEVA et al., 2006). No Brasil, sdo descritas
propriedades biolégicas e composicdo quimica distintas para diferentes amostras
coletadas em diferentes partes do pais. Essa variagdo pode ser explicada pela grande
biodiversidade brasileira, assim como, até certo ponto, a habilidade bioquimica das
abelhas em alterar a composicao nativa ou adicionar componentes proprios a propolis
(PEREIRA et al., 2002).

Na Figura 3 estdo representados alguns exemplos de substancias
identificadas em propolis.
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Acido feralico OH  OCH; Quercetna OH OH OH

Fonte: Huang et al., 2014.

3.3 Propriedades Biologicas

Dependendo da origem da prépolis, a mesma pode apresentar diversas
propriedades quimicas e farmacolégicas (BANKOVA, 2005). Por isso, a padronizacao
da propolis é importante. Em alguns paises, as autoridades sanitarias veem a propolis
apenas como um alimento ou um suplemento alimentar, em outros, a propolis tem
grande utilidade terapéutica e industrial. Diversos estudos relatam que a prépolis
brasileira demonstra atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antifangica, antiviral, citotoxica e antitumoral (BRUSCHI et al. 2007; TIVERON et al.
2016; FRANCISCO et al. 2018). Dentre as atividades bioldgicas atribuidas a prépolis,
sua atividade antioxidante é bastante estudada. Os compostos fendlicos sao
apontados na literatura como responsaveis por essa ligacédo, devido a capacidade de

estabilizar radicais livres (espécies reativas ao oxigénio — ERO), oxidando-se elas

R,

H
OH
OH
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mesmas através da doacdo de atomos de Hidrogénio e com isso, ajudando na
prevencao de formacéo de cancer evitando reacées em cadeia de radicais livres que
danificam as células de qualquer tecido (HALLIWELL, 1991; SARIKURKCU et al.,
2008; SIRISHA, et al., 2010). Chailloua e Nazareno (2009), associaram a alta atividade
antioxidante da propolis com o teor de quercetina, acido siringico, kaempferol, acido
caféico, acido clorogénico e acido 3- 4 dihidroxibenzéico (RUSSO et al., 2002). Estes
compostos minimizam a peroxidacdo lipidica, influenciando ndo apenas na
propagacédo e formacao dos radicais livres, mas inibindo enzimas envolvidas no inicio
da reacao por meio da quelacdo com metais, e podendo ainda inibir o dano oxidativo
resultante da reacdo de Fenton (RUSSO et al., 2002; FROZZA et al., 2013). A reacédo
de Fenton baseia-se na reacdo entre Fe2+ e o peroxido de hidrogénio (H202),
conhecida como a reacéo de Fenton, que gera os radicais OH que possuem elevado
potencial de oxirreducdo, atacando indistintamente todas as espécies presentes no
meio reacional (AGUIAR et al., 2007).

Propriedades biologicas e farmacéuticas da propolis foram relatadas dentre
trabalhos realizados por GHISALBERTI (1979) e MARCUCCI (1995), tais como
propriedades imunogénicas; propriedades anestésicas; regeneracdo de tecido
cartilaginoso, de tecido 6sseo e de polpa dental; agente hepatoprotetor; acéo
desintoxicante do figado; atividade antitlcera in vitro; agente antioxidante; anticaries
em ratos e acdo imunomoduladora.

A propolis possui propriedades anti-inflamatérias que foram descritas,
principalmente, contra doencas do sistema muscular/articular e outros tipos de
inflamac0des, infec¢cdes, reumatismos e tor¢des. Essa propriedade observada na
prépolis parece ser devida a presenca de flavonoides, em particular a galangina. Este
flavonoide apresenta atividade inibitéria contra a ciclooxigenase (COX) e
lipooxigenase. Tem sido relatado também que o acido fenil éster caféico, possui
atividade antiinflamatéria por inibir a liberacdo de &cido aracddnico da membrana
celular, suprimindo as atividades das enzimas COX-1 e COX-2 (BORRELLI et al.,
2002). Em estudos, a propolis foi utilizada na dermatologia para cicatrizagdo de
ferimentos, regeneracdo de tecidos, tratamento de queimaduras, neurodermites,
eczemas, dermatite de contato, pruridos e dermatdfitos (GHISALBERTI, 1979;
MARCUCCI, 1995).

A acao bacteriostatica e bactericida in vitro dos extratos de propolis tem sido
testada em diferentes linhagens de bactérias (KORU et al., 2007; ORSI et al., 2005;
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TORRES et al., 2000). Diversos trabalhos relataram a atividade sinérgica da propolis
associada a inumeros antibiéticos, até mesmo contra cepas resistentes a tetraciclina,
benzilpenicilina e eritromicina, podendo ser uma alternativa terapéutica para a
resisténcia microbiana, entretanto deve-se destacar a dependéncia da composicao da
propolis (STEPANOQVIC et al., 2003; FERNANDES et al., 2005; ONLEN et al., 2007).
Os trabalhos apontam uma acentuada atividade da prépolis principalmente contra
bactérias Gram-positivas e acdo limitada contra Gram-negativas. A menor
sensibilidade das Gram-negativas deve-se provavelmente as diferencas na
constituicdo quimica da parede celular destas bactérias ou também possuir um teor
lipidico maior, o que pode explicar essa maior resisténcia (MARCUCCI et al., 2001,
PINTO et al., 2001; SILVA et al., 2006; VARGAS et al., 2004;). Pesquisas evidenciam
acao inibitéria da prépolis contra as bactérias Grampositivas: Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Bacillus sp. e Micobacterium sp., e as Gram-negativas:
Escherichia coli, Pesudomonas aeruginosa, Salmonella e Klebsiella (VARGAS et al.,
2004; FERNANDES JR et al., 1997).

Foi investigada in vitro tambem a atividade fungicida deste produto, sendo
efetiva em varios fungos, como por exemplo, contra o Candida albicans (LUSTOSA et
al., 2008). A acédo antifungica e antibacteriana da propolis é dada principalmente a
presenca de flavonoides, como a flavona pinocembrina, o flavonol galangina e ao
CAPE, juntamente com acidos fendlicos e ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas (UZEL
et al., 2005).

3.4 Tipos de propolis

A propolis possui odores e coloragbes especificas que dependem da
origem geografica e da fonte vegetal coletada para sua elaboracao. Elas variam entre
o amarelo, verde, vermelho intenso, marrom e preto, e tais caracteristicas servem para
categoriza-las (BANKOVA et al., 2000; ALENCAR et al., 2007; CABRAL et al., 2009;
HODEL et al., 2020). Em territorio brasileiro, treze diferentes tipos de propolis ja foram
classificados, baseando-se na sua composicao fisico-quimica e por sua origem
botanica (Tabela 1) (PARK et al., 2002; TRUSHEVA et al., 2006; ALENCAR et al.,
2007; DAUGSCH et al.,2008). Porém, atualmente, somente a prépolis marrom, verde
e vermelha sdo comercializadas, devido as suas propriedades ligadas diretamente

aos compostos fendlicos, principalmente a classe dos flavonoides.
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Tabela 1 - Classificacdo da propolis brasileira de acordo com as caracteristicas

fisico-quimicas e origem botanica

Prépolis Cor Principais Origem
constituintes
Tipo 1 Amarela Triterpenoides Regido Sul
Tipo 2 Castanho claro Flavonoides e derivados Regido Sul
de &cido cindmico
Tipo 3 Castanho escuro Acido caféico, Regido Sul
flavonoides, crisina e
galangina
Tipo 4 Castanho claro Acido cinamico e Regido Sul
derivados
Tipo 5 Marrom esverdeado  Flavonoides e derivados Regido Sul
de &cido cindmico
Tipo 6 Marrom avermelhado Acidos graxos, Regido
Compostos aromaticos, Nordeste
terpenoides e
flavonoides
Tipo 7 Marrom esverdeado  Flavonoides e derivados Regido
de &cido benzoico Nordeste
Tipo 8 Castanho escuro Flavonoides e derivados Regiédo
de acido benzoico Nordeste
Tipo 9 Amarelo Derivados de acido Regido
cindmico Nordeste
Tipo 10 Castanho escuro Sesquiterpenos Regiédo
Nordeste
Tipo 11 Amarelo Diterpénios Regido
Nordeste
Tipo 12 Verde e Marrom Compostos fendlicos, Regido
esverdeado flavonoides, artepillin Sudeste
Cm bacarina, flavona,
cetona, aldeidos
aromaticos, alcodis,
terpenos, acidos graxos
Tipo 13 Vermelha Compostos fendlicos, Regido
flavonoides, Nordeste
formononetina

pinocembrina, rutina,
quercetina, acido
ferdlico

Fonte: adaptado de PARK et al., 2002 e Franchin et al., 2017.

As propriedades farmacolégicas da propolis sédo principalmente atribuidas

a presenca de flavonoides. A opinido prevalente dentro do amplo espectro de

atividades biologicas dos flavonoides esta relacionada, ao menos em parte, a sua

habilidade de protecéo contra os danos causados pelos radicais livres. De fato, esses

polifendis tém demonstrado interferir ndo apenas na propagacdo da reacdo, mas

também na formacao de radicais livres, tanto quelando os metais de transicdo quanto
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pela inibicdo de enzimas envolvidas na inicializacédo da reacdo (RUSSO et al., 2002).
Dentre os compostos fendlicos, a catequina possui Vvarias atividades
biolégicas dentre elas: a diminuicdo do nivel de triglicerideos, inibicdo da sintese de
prostaglandinas, atividade antiviral, anti-inflamatoria, antioxidante e anticoagulante. A
catequina diminui a concentracao plasmatica do colesterol, enquanto a quercetina tem
atividade hipolipémica (CHOI et al., 1991). Entre as atividades terapéuticas da rutina,
estd a melhora nos sintomas de insuficiéncia dos vasos linfaticos e venosos
associados com algumas doencas hemorragicas ou de hipertensao, por possibilitar a
normalizagc&o da resisténcia e permeabilidade da parede destes vasos (PATHAK et
al., 1991). A galangina, constituinte da prépolis europeia, apresenta capacidade anti-
peroxidativa e também potente acéo redutora de radicais livres (RUSSO et al., 2002).
Park et al. (2002) diferenciam a origem botéanica de trés tipos de prépolis,
sendo eles os primeiros a descrever os perfis quimicos da propolis brasileira e
comparar com suas respectivas fontes de plantas. A tipo 3, conhecida por prépolis de
alamo, que é quimicamente semelhante a Poplar (Populus L., familia Salicaceae); a
tipo 6, prépolis marrom, que € quimicamente similar a arvore de Hyptis divaricata; e a
tipo 12, propolis verde, que é semelhante a arvore Baccharis dracunculifolia
(FRANCHIN et al. 2017).
Em 2007 foi identificada a prépolis tipo 13, propolis vermelha, produzida em
Alagoas. A prépolis vermelha € tipica de Venezuela e da Cuba onde as origens
botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa e Clusia scrobiculata
respectivamente (TRUSHEVA et al., 2006). Ja a principal origem botanica da propolis
vermelha de Alagoas foi identificada como Dalbergia ecastophyllum, popularmente
conhecida como rabo-de-bugio, encontrada ao longo da praia e regidao do mangue do
nordeste do Brasil (SILVA et al., 2007).

3.5 Propolis Verde

Dentre os tipos de propolis brasileira, a mais popular e bem estudada € a
prépolis verde, também denominada propolis alecrim a qual origina-se de Baccharis
dracunculifolia (Asteraceae), € a mais comercializada devido aos mais de 70

compostos quimicos diferentes encontrados, alguns isolados e testados com sucesso
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no tratamento de cancer (BASTOS, 1998; OLIVEIRA & BASTOS, 1998; BASTOS &
OLIVEIRA, 2000; PARK et al., 2002). Nos relatos existentes sobre sua composi¢ao
destacam-se, derivados prenilados do acido para-cumarico, como por exemplo,
Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) e drupanina (&cido 3-prenil para-
cumarico), além dos acidos benzadico e clorogénico, e flavonoides (SALATINO et al.,
2005, SALGUEIRO e CASTRO, 2016). Na Figura 4 estdo representadas algumas

substancias caracteristicas da propolis verde.

Figura 4 — Algumas substancias encontradas em propolis verde

OH

HO HO

Dupranina { =
praning Acido para-cumarico

OCH;

OH: © Canferide OH O Isosacuranetina

Fonte: Salatino et al., 2005, Salgueiro e Castro, 2016.

Nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, a prépolis verde brasileira
produzida € constituida principalmente de derivados prenilados do acido p- cumarico
e possui grande quantidade de flavonoides, muitos dos quais ndo estao presentes em
propolis da Europa, América do Norte e Asia (SIMOES et al., 2004). Em analises
realizadas para o controle de qualidade fisico-quimico, em estudos de Sousa et al.
(2007), de amostras de propolis provenientes de seis diferentes localidades de Séo
Paulo e Minas Gerais, correlacionaram a qualidade das amostras de propolis verde
dessas regides com a presenca dos acidos caféico e para-cumarico que foram
identificados e quantificados por CLAE-DAD, aléem dos acido 3-prenil-para-cumarico
(drupanina), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) e &cido 3-prenil-4-
diidrocinamoiloxi-cinamico (bacarina), utilizando padrbes isolados de amostras de
prépolis verde de estudos anteriores de Gregorio (2003) e Da Silva Filho (2006).

Ultimamente, analises tém se concentrado nos extratos aquoso e etandlico,

porque sdo os mais usados nos diversos tipos de aplicacdes terapéuticas (SOARES
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et al., 2006; TAVARES et al., 2006). A técnica mais utilizada para a identificacdo dos
constituintes nesses extratos é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
acoplada a um detector UV/VIS, para identificar as moléculas que estdo neles
solubilizadas, principalmente o artepilin C, que € um constituinte quimico caracteristico
presente na propolis verde, substancia fendlica de baixo peso molecular encontrado
somente na propolis brasileira. Diversos trabalhos na literatura relatam as principais
propriedades biol6gicas desta substancia como, antibacteriana, antiviral, anti-
inflamatoria, antitumoral e antioxidante (NOBUSH et al., 2012, SZLISZKA, et al., 2013;
SALGUEIRO e CASTRO, 2016). Assim, a presenca de Artepillin C (Figura 5), (acido
3,5-diprenil-pcumarico) na prépolis verde confere a mesma ndo s6 um alto valor
terapéutico, mas também um alto valor comercial em relacdo a prépolis chamada de

“‘comum” (prépolis marrom) no mercado nacional e internacional.

Figura 5 — Estrutura quimica do Artepillin C
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Fonte: elaborado pela autora

3.6 Propolis Vermelha

A propolis vermelha caracteriza-se por ter como origem botanica a resina
da espécie Dalbergia ecastophyllum (L.), popularmente conhecida como rabo-de-
bugio ou marmelo-do-mangue, uma espécie de leguminosa da familia Farbaceae
(LOPEZ et al., 2014). Por serem os isoflavonoides tipicos da familia Fabaceae, alguns
estudos sugeriram que estes poderiam ser usados como marcadores da origem
botanica desse produto (SILVA et al., 2007).

Esta espécie é conhecida no Brasil, por seu pigmento vermelho intenso
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(PICCINELLI et al., 2011). As abelhas A.mellifera coletam o exsudato vermelho dos
orificios feitos por insetos na superficie do tronco de D. ecastophyllum para fabricar a
prépolis (BUENO-SILVA et al., 2013).

A propolis vermelha possui uma composicdo quimica especifica e
apresenta novos componentes nunca antes reportados em outras variedades de
propolis, responsaveis por inumeras atividades bioldgicas. Sendo a maioria dessas
substancias, compostos fendlicos pertencentes a classe isoflavonoides, chalconas e
benzefenonas, principalmente, vestiol, medicarpia e isoliquiretigenina (Figura 6),
compostos estes que ndo sao encontrados em outras propolis (WANG et al., 2004;
MILITAO et al., 2005; RUFER; KULLING, 2006; ALENCAR et al., 2007; PICCINELLI
et al., 2011; BUENO-SILVA et al., 2013).
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Figura 6 - Constituintes quimicos da propolis vermelha do nordeste de Brasil
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R, OCH, G:H oH OH H aH G:(BaR, 11aR)-3 8-dihidroxi-9-metoxipterocarpano
co
HO. O R, R, R; R, Isoflavonas? "
\" \T ] '?2 A: OH H H OCH; A: Biochanina A >/:*;.
N N N B: H H H OCH; B:Formononetina HCo —{ H—/
| I T®s ¢c: OH OH H OCH; C:2"-hidroxibiochanina A Y=/
: > B: Elemicinat2
F: H H OH OCH: F: Calycosina A: R=H
G: H H H OH G: Daidzeina B: R=OCH,
R0 R, R; R, R, Isoflavanas?
J 1 % A: OCH,OH H OCH, A (3S)-7-O-metivestitol
NN a. B: OH “OCH, OH OCH; B:(3S)Mucronulatol
\ 3 C: OH OH H OCH; C:(3S)vestitol
NF Sk D: OH OCH, H OH D: (3S)-Isovestiol
4
Fonte: Lustosa, 2008.
Alencar et al. (2007) identificaram outros 20 compostos na propolis

vermelha de Alagoas, sendo que sete deles (metil-o-arselinato; metil abietato; 2,4,6-

trimetilfenol; homopterocarpina; medicarpina; 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol e 7,4’-

diidroxiflavona) foram identificados pela primeira vez em amostras de prdopolis

brasileiras. Pelo menos 3 isoflavondides, tais como a homopterocarpina, medicarpina

e 4’,7-dimetoxi-2’-isoflavonol apresentaram-se como 0s compostos majoritarios. A

propolis vermelha produzida no Brasil tem uma composi¢éo quimica semelhante a um

tipo especifico de propolis vermelha cubana,

produzida na provincia de Pinar Del Rio.
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As duas, possuem em comum dois isoflavondides, a homopterocarpina e a
medicarpina (PICCINELLI, et al., 2005; ALENCAR et al., 2007) e duas isoflavonas, a
formononetina e a biochanina (PICCINELLI et al., 2005). Além destes compostos,
outros 7 isoflavondides foram encontrados nesta amostra de propolis cubana sendo
trés isoflavanas e outras quatro pterocarpanas. Trusheva et al. (2006) também
observaram a presenca de isoflavondides na propolis vermelha. Além destes autores,
Oldoni (2007) identificou dois isoflavondides metilados de alta atividade antioxidante
da prépolis vermelha brasileira. Um deles, identificado como vestitol, também j& foi
isolado da prépolis vermelha cubana (PICCINELLI et al., 2005).

Os isoflavondides sdo metabdlitos secundarios de plantas com variados
efeitos biolégicos e farmacoldgicos (OLDONI et al., 2011).A formononetina, um
isoflavonodide com atividade estrogénica, antiradical e antifingica foi encontrado em
maior quantidade em amostras de prépolis vermelha da Paraiba. Essa isoflavona,
guando consumida por mamiferos, € metabolizada em daidzeina que é um
isoflavondide presente na soja usado no tratamento de cancer de mama e prostata
(MORAES, 2009). A atividade antioxidante desta substancia esta relacionada a
prevencdo da formacdo, neutralizacdo e remocdo de radicais livres associado a
inibicdo da cadeia de reacfes oxidativas pela prépolis vermelha (FROZZA et al.,
2013).

Em relacdo a atividade antifungica, o efeito da prépolis vermelha parece
estar associado ao dano causado na membrana flngica, afetando o ergosterol da
membrana e alterando sua permeabilidade (PIPPI et al., 2015). Quanto aos efeitos
anti-inflamatérios e imunomodulatérios, tém-se estudado diferentes modelos de
estudo agudo e cronico utilizando a propolis vermelha. A inibicdo da prostraglandina,
inibicho de prostanoides (especialmente PGE2) e citocinas pro-inflamatérias
(LUSTOSA et al., 2008), reducéo da atividade da via do 6xido nitroso (NOS), reducao
da adeséo leucocitaria (BUENO-SILVA et al., 2013) e da atividade enzimatica durante
0 processo de cura e inibicdo do TNF-a devem ser considerados como diferentes
mecanismos utilizados por esta substancia.

No entanto, esses constituintes e sua atividade farmacolégica podem variar
largamente de regido para regido de acordo com a flora local, época de coleta e
meétodo de extracdo (PARK et al., 2002; MASSARO et al., 2014).
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3.7 Parametros de Qualidade

A partir do inicio da década de 90, a demanda crescente no consumo da
propolis como suplemento alimentar, vem exigindo o estabelecimento de normas de
controle de qualidade, até entdo inexistentes, principalmente para atender e competir
no mercado internacional (Brasil, 2001), onde a propolis brasileira tem como principais
destinos os mercados do Japao, Coreia do Sul, Taiwan, Oma, Tailandia, China e
Estados Unidos. Cerca de 90% da producao séao voltados para o mercado externo
(DIARIO DO COMERCIO, 2019).

As exigéncias internacionais para a qualidade dos produtos apicolas
obrigaram o Brasil a estabelecer normas para definir padrées minimos de qualidade
para comercializacdo destes produtos. Tanto a propolis bruta quanto o extrato de
prépolis devem atender a algumas especificacdes, conforme Ministério da Agricultura

e Abastecimento.

Muitos produtos a base de propolis comercializados no Brasil possuem
registro no Ministério da Agricultura, que preconiza os limites para fixacdo de
identidade e qualidade da prépolis na Instrucdo Normativa n® 3, de 19 de janeiro de
2001. Algumas dessas especificacdes sao caracteristicas fisico-quimicas como teor
de umidade (maximo de 8% m/m), determinacédo de cinzas (maximo 5% m/m), teor
maximo de cera do extrato seco (maximo 1% m/m), teor minimo de flavonoides (0,25%
m/m), teor minimo de compostos fendlicos (0,50% m/m), propriedades antioxidantes
(maximo 22 segundos), dentre outras (BRASIL, 2001).

3.8 Acerola (Malphighiaemarginata, D. C.)

A acerola (Malpighia emarginata D.C) é uma fruta das Américas, com as
maiores plantacdes do Brasil (MALEGORI et al, 2017). O sabor agradavel e o alto teor
de compostos antioxidantes como acido ascoérbico, carotendides e compostos
fendlicos incluindo flavonéides e antocianinas aumentaram seu consumo como fruta
fresca ou em produtos industrializados como polpas, sucos, geleias, cremes, xaropes
e licores. (BELWAL et al., 2018; SILVA, DUARTE e BARROZO, 2016).

Além do valor nutricional, a acerola possui polpa suculenta e refrescante,

sabor azedo e caracteristico, aléem de propriedades sensoriais adequadas para
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elaboracao de sucos e bebidas fermentadas (CAPPATO et al, 2018).

Porém, a Acerola € uma fruta climatica e perecivel que requer
comercializac@o e processamento rapido e habilidoso. Neste ultimo, as etapas dos
processos térmicos relacionados a transferéncia de calor (aquecimento, resfriamento
e congelamento) exigem dimensdes e condi¢cdes que favorecam a preservacao dos
nutrientes e das propriedades sensoriais (PEREIRA, RESENDE e GIAROLA, 2014).

3.8.1 Caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e nutricionais da acerola.

Os frutos da aceroleira variam em tamanho, formato e peso. A forma pode
ser oval ou subglobosa, com formato trilobado. A casca (epicarpo) € uma membrana
fina e delicada, 0 mesocarpo ou polpa representa 70 a 80% do peso total do fruto e 0
endocarpo é constituido por trés carocos unidos, com textura pergaminacea, que dao
ao fruto o aspecto trilobado. Cada caroco pode conter no seu interior uma semente,
com 3 a 5 mm de comprimento, de forma ovoide e com dois cotilédones (ALMEIDA et
al., 2002). O tamanho do fruto varia de 1 a 2,5 cm de diametro e o peso de 3 a 15 g.
Quanto a cor, os frutos maduros podem apresentar diferentes tonalidades, que vao do
amarelo ao vermelho intenso ou roxo. Seu sabor varia de levemente acido a muito
acido (ADRIANO, 2011). Trata-se de um fruto climatérico, ou seja, pode amadurecer
na planta ou apés a colheita, quando colhido imaturo (NOGUEIRA, 2002).

Diferentes parametros podem ser utilizados para avaliar a qualidade dos
frutos, sejam eles fisicos (peso, comprimento, didmetro, forma, cor e firmeza) ou
guimicos (solidos soluveis totais, pH, acidez titulavel e outros), que sao influenciados
pelos seguintes fatores: condi¢bes edafoclimaticas, variedade, época e local de
colheita, tratamentos de cultivo, manejo durante e ap6s a colheita e exigéncias do
mercado consumidor (FAGUNDES; YAMANISHI, 2001).

Além disso, € um alimento de baixo valor calérico, caracteristicas que tém
valorizado o produto no mercado e provocado aumento de consumo (RITZINGER;
RITZINGER, 2011). Como fonte de vitamina C, a acerola supera frutos como a goiaba,
a laranja, o limao e o caju (KNIGHT, 1980). Como fonte nutricional € capaz de suprir
as necessidades diarias de vitamina C de uma pessoa adulta normal (45mg), com
apenas 3 frutos médios (BLISKA; LEITE, 1995). Segundo Aranha et al (2004), foi
observado que o consumo de acerola, 500 mg de vitamina C, durante 20 dias foi

satisfatorio na normalizagdo dos niveis séricos desta vitamina em idosos.
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3.9 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Para a separacdo de componentes de uma mistura complexa pode ser
utilizada a técnica de cromatografia. Nessa técnica a separacdo acontece pela
passagem diferencial dos componentes na fase estacionaria, enquanto a fase movel
flui através dela. Os componentes que interagem menos com a fase estacionaria, se
movem rapidamente, enquanto os componentes retidos na fase estacionaria se
movem lentamente na fase mével. A analise qualitativa e/ou quantitativa ocorre em
funcdo da 30 diferenca de velocidade de mobilidade, dos componentes da amostra.
(Peres, 2002; Goulart, 2012). Na cromatografia liquida de alta eficiéncia a distribuicao
seletiva dos componentes da amostra faz com que as migracdes diferenciadas dos
compostos permitam a sua identificacdo (Penteado et al, 2008; Goulart, 2012; Assis,
2015).

A cromatografia pode ser de fase normal ou reversa. O principio de
separacado na cromatografia liquida de fase normal se baseia na interagdo dos grupos
funcionais dos respectivos analitos com os sitios polares de adsor¢cdo da silica
cromatografica, ou de grupos polares ligados ou adsorvidos na silica. O principio da
cromatografia liquida de fase reversa consiste em uma fase estacionaria de menor
polaridade que a fase modvel (Vigna, 2004). Compostos em alimentos podem ser
guantificados pela técnica cromatografica (Gilbert-Lépez et al, 2012; Xu et al, 2012).
Como a cromatografia liquida de alta eficiéncia é considerada uma 6tima técnica para
a andlise de compostos nao volateis, a partir da década de 1980 a sua utilizacdo como
ferramenta na andlise de flavonoides em Passiflora comecou a apresentar
crescimento. Esse método €é considerado versatil, estavel, apresenta boa
sensibilidade e exatidao, além de boa reprodutibilidade (PEREIRA, 2000; MERKEN,
2000; MCNAIR, 1985), e continua sendo utilizado atualmente.

3.10 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é uma enzima pertencente a familia das
colinesterases, sendo responsavel pela finalizacdo da transmissdo dos impulsos
nervosos nas sinapses colinérgicas pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina

(ACh). A AChE esté& presente no sistema nervoso central e periférico (Rang, 2001).
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Sua funcdo principal de modulacdo dos impulsos nervosos responsaveis por
comunicacdo neuronal, pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. Quando
exposta aos agrotoxicos, carbamatos e organofosforados a sua agdo normal é
interrompida (ASSIS, 2011).

A acetilcolina é um neurotransmissor colinérgico (FRAGA, 2010). Em
algumas sinapses, agem como neurotransmissor excitatério ao se ligar aos receptores
ionotropicos, canais de cation se abrem. E atua também como neurotransmissor
inibitorio ao se ligar em receptores metabotrdpicos acoplados as proteinas G, canais
de K+ se abrem (TORTORA; DERRICKSON, 2010). Sua degradacao,
armazenamento e producdo acontecem em diferentes seres vivos, como bactérias,
protozodrios, fungos e plantas (FRAGA, 2010). No Sistema Nervoso, a AChE se
comporta como mediador nas sinapses colinérgicas, quebrando o neutransmissor
aceticolina (Figura 7). A degradacéo imediata da acetilcolina € essencial para que as
transmissdes sinapticas colinérgicas ocorram antes da chegada de um novo impulso
elétrico (SANTOS, 2009). A retirada da acetilcolina da fenda sinaptica € fundamental
para o funcionamento normal das sinapses. Caso um neurotransmissor permaneca
por um periodo prolongado na fenda sinaptica, o neurdnio pés-ganglionar, fibra
muscular e célula glandular seriam influenciados (TORTORA; DERRICKSON, 2010).

Figura 7 — Mecanismo de ag&o da acetilcolinesterase
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Fonte: Petronilho et al., 2011.
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A hidrélise da ACh ocorre através da catalise da AChE, que é entdo
convertida em colina e acetato com a liberagdo de um proton. Na membrana pés-

sinaptica, ha conexao com um receptor nicotinico que permite a abertura dos canais
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ibnicos Na+ e a membrana se despolariza, o que aumenta o impulso (SANTOS, 2009).
Quando o estimulo despolariza a membrana, os canais ibnicos Na+ se abrem e o Na+
flui para dentro da célula, o que altera o potencial da membrana de -55 mV para +30
mV. O interior da célula torna-se mais positivo que o exterior (TORTORA,;
DERRICKSON, 2010). Quando a funcdo da AChE é inibida, a hidrolise da ACh nédo
ocorre nas sinapses, levando a um grande acumulo anormal de ACh, resultando em
estimulacdo severa que leva a mudangas comportamentais, asfixia, hiperatividade e,
por fim, morte. Em caso de intoxicacdo aguda, o sistema nervoso parassimpatico, as

articulagdes musculares e o sistema nervoso central sao afetados (SANTOS, 2009).

3.11 Microencapsulacao

Microencapsulagdo é a tecnologia de recobrir particulas solidas ou
pequenas gotas de material liquido ou gasoso, formando capsulas em miniatura, as
guais sao capazes de liberar seu conteudo em condicBes especificas e/ou taxas
controladas. Essas microcapsulas podem apresentar dimensfes que variam desde
fracbes de micron até varios milimetros, em diferentes formas, dependendo dos
materiais e métodos utilizados em sua preparacdo. O material externo é o agente
encapsulante, enquanto o ingrediente interno € o material ativo. A industria de
alimentos utiliza a microencapsulacdo por varias raz6es, sendo as principais:
Transformar liquidos em soélidos para uso em sistemas secos, reduzir a reatividade do
material ativo em relacdo ao ambiente externo (luz, oxigénio e umidade), diminuir as
taxas de evaporacao de compostos volateis ou de transferéncia de massa do material
ativo para o ambiente externo, controlar a liberagdo do material ativo, retardando-a
até o estimulo apropriado, mascarar o sabor e o odor do material ativo e melhorar as
condicbes de manuseio do material ativo através da reducdo da higroscopicidade e
da prevencao da formagao de aglomerados (AZEREDO, 2005; MADENE et al., 2006;
SANTOS; TRINDADE; GROSSO, 2005; SHAHIDI; HAN, 1993).

3.12 Liofilizacéo

A liofilizagdo é um processo no qual um material congelado € sublimado no

vacuo. A eficiéncia desta técnica esta intimamente relacionada as condi¢cdes de
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trabalho e a analise criteriosa das variaveis durante o processamento, 0 que garante
a boa qualidade do produto obtido. Utilizando baixas temperaturas, esta técnica
permite a preservacdo de caracteristicas sensoriais, como aromas, que Sao muito
afetados pelos processos tradicionais de secagem utilizando altas temperaturas. Entre
as vantagens, a liofilizac&o permite uma contracdo minima do material a ser seco, sem
a formacao de camadas duras e impermeaveis (case-hardening), bem como ndo ha
migracao de solidos solUveis para a superficie, durante a secagem (VIEIRA et al.,
2012)

Além do aroma, a baixa temperatura preserva grande parte dos nutrientes
originais, aumentando o valor dos alimentos liofilizados. Por outro lado, os seus custos
sdo em meédia trés vezes superiores aos de outras tecnologias. Portanto, € necessario
aumentar pesquisas que possam reduzir custos e tornar esses alimentos mais
competitivos comercialmente (VIEIRA et al., 2012).

O método de liofilizacao baseia-se na retirada de agua do alimento através
da sublimacao, onde o material congelado é submetido a baixas pressdes e o produto
final costuma apresentar uma umidade final inferior a 3% (CELESTINO, 2010;
MARQUES; COSTA, 2015). A secagem por liofilizacdo pode ser dividida em 3 etapas:
congelamento, sublimacdo e dessorcdo. Na primeira etapa ocorre o congelamento,
onde séo formados 24 os cristais de gelo e etapa de cristalizacao que influenciara na
estrutura final do produto seco, pois quanto menor forem os cristais de gelo menos
danos serdo causados ao alimento (MARQUES; COSTA, 2015). No estagio de
sublimacdo ou secagem primaria a agua congelada é removida por sublimacédo. E
para que isso ocorra, o material congelado deve permanecer a uma temperatura e
pressao inferior ao ponto triplo da dgua (Figura 8). Nessa etapa da liofilizacdo ocorre
a grande retirada da agua do produto, mas o seu interior continua sob congelamento
(MARQUES; COSTA, 2015).
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Figura 8 — Diagrama de fases da agua e seu estado em funcao da

presséo e temperatura
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Fonte: Elias 2022.

Na dessorc¢dao é realizada a retirada da agua adsorvida nos soélidos do produto,
sendo empregadas temperaturas entre 20 a 60 °C. Ao final da liofilizag&o, devido as
baixas temperaturas utilizadas o produto pode manter sua estrutura mais preservada
(MARQUES; COSTA, 2015). Os produtos liofilizados conseguem atingir alto padréo
de qualidade de alimento em p6 em relacéo a cor, sabor e textura. Todavia, seu alto
custo e o longo tempo de processamento se tornam fatores que minimizam 0 uso
dessa metodologia (SHOFIAN et al., 2011).

A sublimacéo evita o efeito de contracdo (colapso), que ocorre durante a
secagem convencional. Ao contrario, ocorre a formacao de poros e o formato do
produto € mantido, o que facilita e acelera a reidratacéo, além de manter a aparéncia
do produto desidratado mais semelhante a do material original. O reduzido movimento
de solutos evita ainda a ocorréncia do case hardening (RATTI, 2001).

O estado vitreo que se forma no congelamento de sucos de frutas e extratos
concentrados deve ser evitado, pois torna dificil a retirada de vapor, podendo ser
realizado o congelamento dos mesmos na forma de espuma ou com polpa para
alcancar as condi¢des necessarias de saida do vapor (FELLOWS, 2006).

O liofilizador € constituido de equipamento de producao de vacuo, camara de
vacuo, sistema de aquecimento do produto, seja por conducdo ou radiacdo e

condensador para converter o vapor produzido durante a sublimac&o em gelo (Figura
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9) (ORDONEZ, 2005; RODRIGUES, 2008).

Figura 9 — Esquema de um liofilizador de bancada.
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3.13 Material de Parede

O material da parede é oriundo de compostos que criam uma rede cuja
principal finalidade é a protecdo do material do nucleo. Esses compostos geralmente
sao protetores hidrofilicos e/ou grupos hidrofobicos, cuja selecdo depende do material
do nucleo e as caracteristicas desejadas das microcapsulas, tais como, a natureza e

a estabilidade do material a ser encapsulado (CARMO, FERNANDES e BORGES,
2015). Geralmente, sdo usados polimeros, que podem ser naturais ou sintéticos. Os
de origem natural podem ser de quatro origens: vegetal, animal, marinha e microbiana.

Para a formacdo da microcapsula, em geral um composto polimérico que
atua como um filme protetor chamado de agente encapsulante, isola-se a substancia
ativa (particulas solidas, goticulas liquidas ou material gasoso) e evita o efeito de sua
exposicdo inadequada. Essa membrana se desfaz sob estimulo especifico (CARMO,
FERNANDES E BORGES, 2015). Muitos revestimentos tém sido usados para
encapsular diferentes tipos de bioativos. Contudo, eles devem ser estaveis e
biodegradaveis para evitar a reagcdo com o bioativo e manter a estrutura bioativa,
melhorar a sua funcionalidade durante o processamento e armazenagem em

condi¢Oes diferentes.
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A escolha do material de parede € um atributo essencial na
microencapsulacdo. Segundo Gharsallaoui et al. (2007) e Costa et al. (2015), este
material tem consequéncia direta na eficiéncia da microencapsulacao, pois depende
do nucleo, da barreira de oxigénio desejada, e a qualidade sensorial do produto final
para a alta eficiéncia da encapsulacdo, para promover a estabilidade do bioativo
durante o armazenamento. Para que possa ter aplicabilidade nos alimentos, o
material de parede deve ser biodegradavel, de grau alimentar e capaz de formar uma
barreira entre o agente ativo e o meio (ZHANG et al., 2015). O método de
encapsulacéo e as propriedades fisico-quimicas influenciam na natureza do material,
dentre elas: peso molecular, solubilidade, difusibilidade, formagdo de filme e
propriedades emulsificantes. Desta forma, o material usado como agente
encapsulante deve apresentar caracteristicas de elevada solubilidade em agua baixa
viscosidade, baixa higroscopicidade para evitar a aglomeracéo, facil manuseamento
durante o processo, compatibilidade com o composto ativo, prote¢cédo do composto sob
condicdes ambientais adversas, boa capacidade de retencdo, ser econémico, e
apresentar propriedades organoléticas desejadas ou ser neutro no sabor (RAY,
RAYCHAUDHURI E CHAKRABORTY, 2016).

3.13.1 Goma Arabica

A goma arabica, também conhecida como goma acacia, é extraida de
espécies de acécia, pertencentes a familia das leguminosas. E composta
principalmente de glicoproteinas, polissacarideos e sais de calcio, magnésio e
potassio. Sua cadeia polissacaridica (Figura 10) € composta de ligacdes de D-
galactose com ramificacbes de L-ramnose, L-arabinose e &cido L-glicurénico
(SUKHOTU et al., 2016). Entre todas as gomas usadas na encapsulagéo, a goma
arabica destaca-se devido a sua estrutura molecular, com carater anfifilico, que
permite absorver em superficies lipofilicas, atuar como coldide protetor, e
consequentemente, ser um bom agente formador de pelicula (LOPERA, et al, 2009);
essa caracteristica e a resisténcia a condic¢des fisico-quimicas, como as 4cidas, fazem
dela uma boa opcdo para a microencapsulacdo de moléculas pouco estaveis em
condi¢cBes acidas e para o desenho de sistemas de liberacdo modificada (ZOKTI, et

al, 2016). Este material de parede € considerado eficaz para a encapsulacdo de
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goticulas de gordura, visto que satisfaz os papéis tanto de agente tensoativo e de
matriz de secagem (IZYDOREZYK; CUI; WANG, 2005; GROSSO; HUBINGER, 2011).

Os produtos obtidos com a goma ardbica como material de parede ndo séo
higroscopicos, tém rapida liberacdo do produto (recheio) e dispersdo sem afetar a
viscosidade destes (BEMILLER; WHISTLER, 2000). Suas aplicacbes nao se
restringem a industria de alimentos, sendo seu uso constantemente relatado na area
da saude e na formacao de materiais (SARIKA; NIRMALA, 2016).

Figura 10 — Estrutura molecular da Goma arébica

A: Arabinosil; Radicais baseados em R1: Ramnose; R2: Acido Glucurénico; R3:
Arabinose.
Fonte: ISLAM et al., 1997.

3.13.2 Maltodextrina

A maltodextrina [(CeH1005)n H20] é um polimero de unidades D-glicose
ligadas por cadeia a-1,4 (Figura 11) com peso molecular variado, podendo ser definida
também como produto com valores de dextrose equivalente (DE) menores que 20,
caso o DE for maior que 20 é denominado de xarope de amido (SANTOS, 2013). Sua
obtencdo ocorre pela hidrélise enzimatica ou &cida do amido ou da fécula. Os
hidrolisados séo classificados de acordo com a sua DE, que esta ligado com o grau
de polimerizacéo (DP), isto €, quanto maior o DE menor é o tamanho dos produtos da
hidrélise (KENNEDY; KNILL; TAYLOR, 1995). Sua aplicacdo na microencapsulacéo
ocorre por sua baixa higroscopicidade, alta solubilidade e baixo custo. Em

determinados casos mostra efeito antioxidante e boa retencédo de substancias volateis
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(COSTA et al., 2015), exibem também baixa viscosidade (AKHAVAN MAHDAVI et al.,
2016).

Este agente também € utilizado na forma de gelificantes e espessantes,
previne a cristalizacéo, auxilia na dispersibilidade e controla o congelamento. De modo
geral, a maltodextrina é soluvel em agua, possui baixa densidade e baixa viscosidade
em altas concentracfes, € menos higroscopica, ndo apresenta sabor adocicado ou de
amido, além de apresentar baixo custo relativo. A maltodextrina apresenta ainda efeito
protetor na oxidacao, mostrando retencéo de volateis na faixa de 65 a 80 % (ABURTO;
TAVARES; MARTUCCI, 1998; OBON et al., 2009; TONON et al., 2009).
Caracteristicas como a solubilidade, higroscopicidade, sabor doce e
compressibilidade aumentam com o valor de DE (ALEXANDER, 1992).

Figura 11 — Estrutura molecular da maltodextrina

CH,OH

O
OH

H-10 ~-t-OH
OH

2<n<?20

Fonte: Handbook of pharmaceutical excipients, 2009

As maltodextrinas sdo usadas principalmente como agente carreador ou
encapsulantes em materiais dificeis de secar e para dimunuir a pegajosidade e os
problemas de aglomeragéao ao longo do armazenamento, melhorando a estabilidade
do produto (BHANDARI; HARTEL, 2005). Esses materiais também séo largamente
utilizados porque apresentam uma boa relacao custo/beneficio, além de apresentarem
uma baixa viscosidade em altas concentragcdes e um flavor brando (CLAUDE;
UBBINK, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Etapa 1: Preparo e caracterizacao da propolis

4.1.1 Coleta e preparo da propolis bruta

A propolis verde (Bacarisbaccharis dracunculifolia) e vermelha (Dalbergia
ecastophyllum) foram coletadas em Quiterianépolis-CE (Latitude: -5.84497,
Longitude: -40.6963) e entdo encaminhadas para o Laboratorio de Bioquimica e
Tecnologia (LABIOTEC/UECE), onde foram limpas, armazenadas e, posteriormente
caracterizadas. Em seguida, elas foram limpas, de forma manual, para a remocéao de
sujidades (insetos mortos, pedacos de madeiras, folhas), acondicionadas em
embalagem plastica e armazenadas sob resfriamento (9 £ 1°C) até a realizacdo das

analises.

4.1.2 Analises de identidade e qualidade da propolis bruta

Testes de padrdo de identidade e qualidade da prépolis bruta, de acordo
com a Legislacdo Brasileira Instrucdo Normativa N° 03, de 19 de janeiro de 2001,

foram utilizados para a caracterizacéo da prépolis bruta. Dentre elas, tem-se:

4.1.2.1 Umidade

A metodologia utilizada foi baseada na diferenca de massa, antes e ap6s a
secagem da amostra em estufa, conforme descrito por Adolfo Lutz (2005). Foram
pesados, em triplicata, aproximadamente 5 g das amostras de propolis bruta, em
cadinho previamente tarado, os quais foram levados imediatamente para a estufa, a
uma temperatura constante de 105 °C, durante 4 horas. Apds a secagem, os cadinhos
foram retirados da estufa e transferidos para o dessecador, até atingirem a
temperatura ambiente. Em seguida, foram realizados os célculos do percentual de

agua perdida nas amostras de propolis, utilizando-se a Equagéo 1.

100 — (B — A) x 100
P

EQUACAO 1: Umidade (%) =
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Onde,

B- massa do cadinho adicionada da amostra apds secagem em estufa (g)
A- massa do cadinho sem amostra (g)

p- massa inicial da amostra (Q)

4.1.2.2 Determinacéo de residuo mineral fixo (cinza)

A determinacdo do residuo mineral fixo foi realizada por gravimetria (IAL,
2005). Pesou-se 1g de amostra de propolis, em um cadinho de porcelana,
previamente aquecido em mufla a 550°C, resfriado em dessecador até temperatura
ambiente e pesado (P1). A amostra foi carbonizada em bico de Bunsen com chama
baixa e depois foi incinerada em mufla a 550°C, e por fim resfriada em dessecador até
a temperatura ambiente e pesada (P2). A quantificacdo do percentual de cinzas foi

determinada através da Equacéo 2.

(P2 — P1) x 100
w

EQUACAO 2: Cinzas (%) =

Onde,
P1- massa do cadinho tarado a 550 °C (g)
P2- massa do cadinho tarado + amostra incinerada a 550 °C (g)

W- massa da amostra de propolis (g)

4.2 Etapa 2: Extracdo e caracterizacdo do extrato da propolis verde e vermelha.
Na Etapa 2, foram obtidos os extratos alcodlicos de propolis verde e

vermelha. Testes de padrdo de identidade e qualidade do extrato da proépolis, de

acordo com a Legislacdo Brasileira Instrugdo Normativa N° 03, de 19 de janeiro de

2001(BRASIL, 2001), foram utilizados para a caracterizagao do extrato obtido.

4.2.1 Obtencao do Extrato das Amostras de Préopolis Verde e Vermelha (EHAG).
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Para obtencdo dos extratos, aproximadamente 2,5 gramas da amostra
triturada (P1) foram colocadas em cartucho de celulose previamente seco em estufa,
resfriado em dessecador e pesado, em seguida coberto com algodao e levado ao
extrator Soxhlet onde permaneceu por oito horas em refluxo com 170 ml de alcool
etilico de grau alcodlico 99,8 °GL (WOISKY, R.G.; SALATINO; 1998). Apés
resfriamento, a mistura contida no baldo foi adicionada em um frasco de vidro e
colocada na geladeira. Apdés 24 horas, o frasco foi retirado do refrigerador, para
analise posterior do teor de ceras. Transferiu-se o extrato etandlico para um baldo
volumétrico depois da retirada da cera por filtracdo, usando papel filtro n°4
previamente seco e pesado, completou-se o volume e acondicionou-se em

refrigeracdo para uso nas demais analises.

4.2.2 Analises de identidade e qualidade do extrato da prépolis
4.2.2.1 Determinacéo de Cera

O teor de cera foi determinado seguindo o método descrito por Funari e
Ferro (2006). Uma aliquota de 1,0 g (P1) de cada amostra de prépolis, previamente
triturada, foi pesada em cartucho de celulose e extraida em aparelho Soxhlet com 110
mL etanol absoluto por 8 horas. ApGs este processo, 0 extrato obtido foi a 5°C por 24
horas. Em seguida, foi realizada uma filtracdo a frio através de papel de filtro,
previamente pesado (P2). O papel de filtro foi seco em estufa a 105° e em seguida
colocado em um dessecador até o peso constante. Apés a filtracdo, o papel foi
novamente pesado (P3). Os resultados foram expressos em g/100g de amostra e

calculados de acordo com a Equagéao 3.

Céalculo da porcentagem de cera:
(P3 — P2) x 100

EQUACAO 3: Cera (%) = 1

Onde,
P1- massa inicial da amostra (Q)
P2- massa do papel de filtro (g)

P3- massa do papel de filtro + cera (g)
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4.2.2.2 Determinacéo de substancias soluveis em etanol

A partir do extrato etandlico da propolis (EEP) obtido no item 4.1, foi
determinada a quantidade de substancias soluveis em etanol. Em pesa-filtro
previamente tarado, foram pesados 3,0g de extrato etandlico. A amostra foi evaporada
até a secura em banho-maria, sob agitacdo ocasional e em seguida o residuo foi seco
em estufa a temperatura de 105°C até peso constante (FUNARI E FERRO, 2006). Os
resultados foram expressos em g/100g de amostra e calculados de acordo com a
Equacéao 4:

Ps2 — Ps1x100
w

EQUACAO 4: Sélidos soluveis (%) =

Onde,
Ps1- peso inicial da capsula (g)
Ps2- peso final da capsula (g)

W- peso da amostra de prépolis bruta, correspondente a aliquota de 5 mL do extrato

(9)

4.2.2.3 Massa mecanica (residuo insoluvel em etanol)

Fundamentou-se na medida gravimétrica do teor de soélidos insollveis em
etanol em amostras de propolis (BRASIL, 2001). Retirou o conjunto cartucho mais
papel, previamente pesados (P1), com o residuo insolavel de prépolis do extrator
Soxhlet, depositou-se a amostra em um vidro relégio e levou para a capela de
exaustdo por 1 hora. Depois secou 0 conjunto em estufa a 105 °C por 2 horas, em
seguida retirou-se o0 conjunto da estufa e deixou-se esfriar em um dessecador por
aproximadamente 30 minutos. Por ultimo, pesou-se o conjunto (P2). O calculo do teor

de residuo insolavel segue conforme a Equacéo 5.

(P2 — P1) x 100
w

EQUACAO 5: Residuos insoluveis (%) =

Onde,

P1- massa do conjunto (cartucho + papel) (g)
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P2- massa do conjunto (cartucho + papel + residuo insolavel) (g)

W- massa da propolis

4.2.2.5 Determinacao de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais no extrato de propolis verde e
vermelha foi determinado utilizando a metodologia de Singleton e Rossi (1965), que €
baseada na reacao do Folin-Ciocalteau. Preparou-se uma aliquota de 0,5mL de cada
amostra, previamente diluida em etanol (95%) nas concentragdes 1:10 (m/v),
adicionou-se 2,5 mL da solucédo de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de
sédio a 7,5%. A mistura foi aquecida em banho-maria a 50°C por 5 minutos e a
absorbancia foi determinada em espectrofotometro UV/Vis a 765 nm. Uma curva
padrdo de acido galico com concentracdes (2, 4, 6 e 8 ug/mL) foi obtida nas mesmas
condicbes e a quantidade de compostos fendlicos totais foi expressa como

equivalentes de acido galico por grama de amostra (MgGAE.g™1).

4.2.2.6 Determinacgao de flavonoides totais

Para a determinacdo do teor total de flavonoides foi utilizado o método
proposto por Francis (1989). Inicialmente 2,0 mL de cada amostra, previamente diluida
em etanol (95%) nas concentragfes de 1:10 (m.vl), e acrescentados 2,0 mL de
solucdo metandlica de cloreto de aluminio (AICI3) a 2%. Em seguida, as amostras
foram homogeneizadas em um agitador vortex e acondicionadas sob o abrigo da luz
por 30 minutos e posteriormente foi realizada a leitura da absorbancia em
espectrofotdmetro UV/Vis no comprimento de onda de 415 nm. Uma curva padrao de
guercetina com concentragdes (5, 10, 20 e 40 pg/ mL) foi obtida nas mesmas
condicdes e a quantidade de flavonoides totais foram expressas como equivalentes

de quercetina por grama de amostra (mgQE.g™?).

4.2.2.7 Determinagéo da atividade antioxidante

A quantificacdo de atividade antioxidante pelo método do sequestro do

radical livre DPPH foi realizada segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).
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Onde, adicionou-se a 0,5 mL do EEP (1:50), 3 mL de etanol P.A e 0,3 mL da solucao
do radical DPPH 0,5 mmol Lt em etanol P.A. A mistura permaneceu por um periodo
de 45 minutos ao abrigo da luz e temperatura ambiente e posteriormente foi realizada
a leitura em 517 nm no espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em umol
de Trolox por grama de propolis (umol de Trolox/g propolis). A curva padrao foi
construida a partir do antioxidante sintético Trolox nas concentracdes de 15, 25, 50,
75 e 100 ymol.L™.

4.2.2.8 Teste de estabilidade dos extratos

Os extratos foram avaliados quanto a estabilidade através da atividade
antioxidante pelo método do DPPH. Efetuou-se testes para o teor da atividade
antioxidante em um intervalo de (0,5,10,15) dias. O extrato de prépolis que obteve
melhor estabilidade nos dias analisados, foi selecionado para a obtencéo de particulas
incorporadas com polpa de acerola comercial e materiais de parede goma arabica e

maltodextrina.

4.3 Identificacdo dos constituintes quimicos através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC).

4.3.1 Preparacao dos padrdes

Os padrdes analiticos foram adquiridos na Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA) e isolados no LPQN/UECE. Os solventes usados para a extracao foram de
grau analitico (Vetec®), nas analises os solventes utilizados foram de grau HPLC (J.T.
BAKER®). A agua foi purificada com um sistema Milli-Q (UV Direct3). Todas as
amostras e solucdes preparadas para analises por HPLC foram filtradas em
membrana de nailon de 0,45 um e filtro de membrana de 0,22 pum (Millipore),

respectivamente, antes do uso. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.4 Atividade Antiacetilcolinesterase

A atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi aferida em

placas de 96 pocos de fundo chato utilizando leitor Elisa BIOTEK, modelo ELX 800,
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software “Gen5 V2.04.11”, baseando-se na metodologia descrita por ELLMAN et al.
(1961). A porcentagem de inibicdo da acetilcolinesterase foi calculada através da
comparacao das velocidades de reacdo (hidrélise do substrato) das amostras em
relagcdo ao branco (considerada atividade total da AChE, 100%). O padrao utilizado

como controle positivo é a fisostigmina.

4.5 Analises fisico-quimicas da polpaintegral de acerola

A caracterizagdo da polpa integral de acerola foi realizada no Laboratorio
de Controle de Qualidade de Alimentos e Secagem da Universidade Federal do Ceara.
Para realizacdo das analises das polpas, as mesmas foram previamente
descongeladas em temperatura de refrigeracédo (8°C+2°C). As andlises, realizadas em
triplicata, foram: teor de compostos fendlicos, flavonoides, atividade antioxidante,
atividade antiacetilcolinesterase, seguindo as metodologias descritas nos itens:
4.2.2.5,4.2.2.6,4.2.2.7 e 4.4, respectivamente, umidade e cor, sendo as duas ultimas

analises descritas abaixo:

45.1 Umidade

Determinada por dessecacao em estufa a vacuo segundo item 013/IV do
Instituto Adolfo Lutz (2008), que consiste pesar 2,0g da amostra em capsula, tarada
previamente uma hora antes em estufa a 105°C, e aquecer durante 6 horas em estufa
a vacuo a 70°C, sob pressao reduzida < 100 mm de mercurio (13,3 kPa), e apds
resfriar em dessecador até a temperatura ambiente, pesar até peso constante. A
umidade foi expressa em porcentagem e calculada através da Equacéo 6:
Equacéo 6:
Umidade (%) =

(pesoda capsula + peso da amostra umida) — (peso da capsula + peso amostra seca) x 100

peso da amostra imida

4.5.2 Cor

A determinacédo dos parametros colorimeétricos da polpa de acerola integral

foi realizada usando um colorimetro Konica Minolta spectrophotometer modelo
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CR410, com determinacdo no modo CIE lab mostrado na figura 12, conforme

orientacao do fabricante.

Figura 12 - Coordenadas do sistema CIE lab de cor.
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Fonte: Hunter Lab (1976)

Segundo Alves (2008) a coordenada L* representa a luminosidade da
amostra, cujos valores oscilam do O (preto) a 100 (branco). A coordenada de
cromaticidade a* pode assumir valores de -80 (verde) a +100 (vermelho), a

coordenada de cromaticidade b* pode variar de -50 (azul) a +70 (amarelo).

4.6 ETAPA 3: Preparacao, secagem e caracterizacdo das microcapsulas

Foram desenvolvidas nove formulacbes, a base de goma ardbica e
maltodextrina, incorporadas com polpa de acerola comercial e o extrato de propolis
verde que apresentou melhor estabilidade frente a atividade antioxidante (Tabela 1).
As particulas foram caracterizadas quanto a determinacdo dos compostos fendlicos,
flavonoides, atividade antioxidante, atividade antiacetilcolinesterase, umidade,

higroscopicidade e solubilidade.

4.6.1 Preparacdo de formulacfes de carreadores de propolis

Solugbes dos carreadores goma arabica (GA) e a Maltodextrina foram
preparadas na concentracdo de 16g de material de parede/100g de solucéo. Para a
polpa comercial, manteve-se constante 75% de solu¢cdo em todos os ensaios. Das
nove formulacdes, as amostras F1, F4 e F7 foram feitas com o material de parede
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maltodextrina, as amostras F2, F5 e F8 com os materiais de parede goma arabica e
maltodextrina em iguais propor¢des e por ultimo as amostras F3, F6 e F9 com o
material de parede puro de goma arabica. Todos os ensaios foram incorporados com
5%, 2,5% e 7,5% de extrato de prépolis verde, respectivamente, de acordo com a
Tabela 2. Nas emulsdes, foi utilizado 20% de sélidos nas formulacfes para as paredes
das particulas. Os ensaios foram preparados da seguinte forma: 16g dos materiais
encapsulantes foram misturados em 80g de polpa comercial sob agitacao de 30 a 40
minutos. ApoOs a diluicdo, adicionou-se extrato de propolis verde, dependendo dos

ensaios utilizados, que ficou em agitacéo por 10 min.

Tabela 2 - Formulacfes de carreadores de propolis verde submetidas a liofilizacéo

Amostra Goma Maltodextrina Extrato de Polpade acerola
arabica (%) (%) prépolis (%) comercial

(%)

F1 - 20 5

F2 10 10 5

F3 20 - 5

F4 - 20 2,5 75

F5 10 10 2,5

F6 20 - 2,5

F7 - 20 7,5

F8 10 10 7,5

F9 20 - 7,5

Fonte: elaborado pela autora.

4.6.2 Liofilizagéo das formulagdes

As formulac¢des foram acondicionadas em bandejas de aco inox (18 cm de
diametro), congeladas por 24 horas em ultrafreezer vertical da empresa Terroni
Equipamentos Cientificos até temperatura -38 °C e, posteriormente, liofilizada em
liofilizador modelo LS3000, da empresa Terroni Equipamento Cientificos Ltda.

As amostras foram liofilizadas durante 24h a uma pressao de 0,27 mbar a
0,38 mbar e a uma temperatura do condensador de -50°C. As amostras secas foram

homogeneizadas em nitrogénio liquido com almofariz e pildo, até a obtencéo de pés
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finos. As amostras foram acondicionadas em embalagens laminadas submetidas ao
vacuo. Essas condi¢des foram escolhidas com base em ensaios preliminares e em
resultados de estudos anteriores na literatura (RIBEIRO, 2016).

4.7 Caracterizacdo dos compostos bioativos das microcapsulas do extrato de

propolis

4.7.1 Ruptura das microcéapsulas

Primeiramente, 20 mg das microparticulas de extrato de prépolis (MEP)

foram misturadas com 10 mL de etanol P.A. e centrifugada a 4200 g por 15 min, a 25
°C, sendo realizada conforme descrito por Ghorbanzade et al. (2017). Apos a
separacao das fases, o sobrenadante foi sonicado por 10 min, homogeneizado em
homogeneizador por 1 min a 12000 rpm e mantido sob agitacéo por 24h, a 25 °C em
banho com agua, para que houvesse a liberacdo dos compostos das microparticulas.
Os extratos obtidos apds a ruptura das microparticulas foram utilizados

para realizar os ensaios de fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante.

4.7.1.1 Determinacédo do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e

atividade antioxidante.

Para a determinagdo dos compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante na MEP (do item 4.6.1), foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu (descrito
no item 4.2.2.5), Cloreto de Aluminio (AICl3) (descrito no item 4.2.2.6) e 0 sequestro

do radical livre DPPH (descrito no item 4.2.2.7), respectivamente.

4.7.1.2 Atividade Antiacetilcolinesterase

Para a determinacéo da atividade antiacetilcolinesterase na MEP (do item

4.5.1) foi utilizado o método antiacetilcolinesterase, descrito no item 4.4.

4.7.1.3 Umidade
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Para a determinacdo da umidade na MEP (do item 4.5.1) foi utilizado o

método por dessecacdo em estufa a vacuo, descrito no item 4.5.1.
4.7.1.4 Higroscopicidade

A andlise de higroscopicidade foi determinada por meio da pesagem de 1,0
g de po posteriormente espalhado uniformemente sobre uma placa de Petri colocada
em dessecador por 90 min, segundo Goula e Adamopulos (2008), sob condi¢des de
24 °C e 75% de umidade relativa utilizando solucéo saturada de NacCl. E calculada por
meio da Equacéo 7:

Equacéo 7:

X
Higroscopicidade = —.100
g p U.a

Onde, X = massa de agua absorvida (g); U = umidade do p6 em

base seca (g/g); a = massa da amostra (g).
4.7.1.5 Solubilidade

A solubilidade foi determinada segundo Cano-Chauca (2005). O método
consiste em adicionar 1,0 g da amostra em 100,0 mL de &gua destilada sob agitacao
de 2000 rpm em agitador magnético durante 5 min. A solucéo foi colocada em tubos
e centrifugada a 3000 rpm durante 5 min. Uma aliquota de 25,0 mL do sobrenadante
foi transferida para placa de Petri e imediatamente seca em estufa a 105 °C durante
5 horas. Em seguida, a solubilidade (%) foi calculada por diferenca de peso.
4.7.1.6 Cor

Para a determinagéo da analise calorimétrica na MEP (do item 4.5.1) foi
utilizado o método descrito no item 4.5.2.

4.8 Andlise Estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com auxilio do programa
STATISTICA 7.0. Os resultados de testes de qualidade da prépolis e dos extratos
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias foram
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comparadas entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia. Todas as analises
de caracterizacao e avaliagcao foram realizadas no minimo em triplicata e os processos

de obtencéo do extrato e das microcapsulas foram realizados no minimo em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizagcao da prépolis verde e vermelha in natura e extrato

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL,
2001) estabelece um limite maximo de 8% de umidade para a prépolis. Portanto, as
meédias apresentadas para a propolis verde de 3,44% e vermelha de 6,74% estdo em
conformidade com a legislacéo (Tabela 3). Considerando que as abelhas conseguem
manter as condic¢des internas desejaveis para o crescimento da colénia, como controle
de temperatura e umidade, a maior ou menor umidade da propolis é relevante no que
diz respeito ao manuseio inadequado do produto durante a coleta e armazenamento
(NUNEZ, et al., 2018)

Prépolis com alto teor de umidade sofre oxidacdo com facilidade, fica
suscetivel ao ataque de fungos, além de sofrer perdas consideraveis de suas
propriedades, podendo ter o seu valor comercial muito reduzido (BRASIL, 2001). A
taxa de oxidacdo varia em funcdo do periodo pos-colheita e das condicbes de
armazenamento da prépolis. O longo armazenamento da propolis em alta temperatura
aumenta a oxidacao, o que afeta sua atividade biol6gica (MELO et al., 2012). Assim,
o teor de umidade observado dentro dos limites estabelecidos pelo MAPA, indicou o

manuseio e armazenamento adequado da prépolis coletada durante este estudo.

Tabela 3 - Caracterizacéo fisico-quimica das amostras de prépolis verde e vermelha

in natura
Parametros Préopolis Prépolis Padrbes da
Verde Vermelha Legislacéao
Cinzas (%) 2,02 £ 0,04b 2,17 £0,10b Maximo de 5% (m/m)
Umidade (%) 3,44 £ 0,34a 6,74 £0,27a Maximo de 8% (m/m)

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma
linha representam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) no nivel de 5% de significancia, pelo
teste de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.

.Observou-se que entre as duas amostras estudadas, as préopolis verde e

vermelha apresentaram um teor de cinzas dentro do limite estabelecido pela
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legislacdo de até 5% (Tabela 3). Essa determinacgéo permitiu detectar a contaminag¢éo em
produtos, principalmente em produtos comercializados na forma de pd, onde a adi¢édo de
impurezas, como terra, por exemplo, resultaria em altos niveis de adulteracdo e com isso
grande porcentagem de cinzas (WOISKY, R.G.; SALATINO; 1998).

Sousa et al. (2007) analisaram amostras de propolis verde in natura das

localidades de Capetinga-MG e de Chave da Taquara-SP e obtiveram resultados de
10,90% e 9,68%, respectivamente, teores equivalentes a duas vezes o0 limite
estabelecido pela legislacao. Siqueira et al. (2014) ao avaliarem a propolis vermelha

da regido Nordeste do estado de Sergipe encontrou um valor de 4,39%.

Tabela 4 - Caracterizacao fisico-quimica do extrato de prépolis verde e vermelha

Parametros Prépolis Prépolis Padrdes da
Verde Vermelha Legislacao

Teor de Cera (%) 9,70 £ 0,00b 14,27 £ 0,02a Méximo de 25%
(m/m)

Residuo Insoldvel 19,50 £ 0,02b 23,54 + 0,04a Méaximo de 40%
(%) (m/m)

Soélidos solUveis 38,90 +0,20a 36,18 £ 0,12b Minimo de 35%

em etanol (%) (m/m)
Teor flavonoides 2,77 +0,62a 2,03 +0,53b Minimo de 0,5
(mgQE.g™)
Teor fendlicos 31,94 + 5 56a 23,36 £ 3,71b Minimo de 5
totais
(mgGAE.g™).

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma
linha representam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) no nivel de 5% de significancia, pelo
teste de Tukey.

Fonte: elaborado pela autora.

Os resultados obtidos para o teor de cera (Tabela 4) mostram que os
extratos de propolis verde e vermelha atenderam aos requisitos estabelecidos pela
Legislacdo de até 25% (BRASIL, 2001). Valor importante visto que as substancias
formadoras de cera ndo sao consideradas farmacologicamente ativas, sendo, assim,

sua presenca nos extratos e tinturas sédo indesejaveis. Além disso, quantidades
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significativas de cera conduzem a turvacdo nos extratos de propolis, inclusive
nagueles armazenados em temperaturas baixas, ou seja, temperaturas abaixo da
refrigeracao.

Segundo MAPA (2001), a composicdo da cera est4d diretamente
relacionada com a vegetacao da area de coleta nas pesquisas ja feitas com a propolis,
sua consisténcia em temperatura ambiente indica a propor¢éo de resina e teor de cera
na composicao.

Outros fatores que se tornam importantes na determinacao de ceras estao
relacionados ao potencial de adulteracdo quando a cera do favo € adicionada para
aumentar o volume e 0s incentivos que muitos apicultores usam para colocar tela de
nylon entre a tampa e a colméia (WOISKY, R.G.; SALATINO; 1998). Fernandes-Silva
(2008), ao avaliar o teor de cera de amostras de propolis verde de Minas Gerais e
Parand, obteve resultados que variam de 3,8 a 10%. Essa variacdo foi bem inferior a
encontrada na prépolis do Rio Grande do Norte, que variou de 2,20% a 39,14%.

Os resultados para residuos insollveis e sélidos sollveis em etanol neste
estudo, também conhecidos como “massa mecanica” e “extrato seco”, estdo de
acordo com o exigido pela legislacédo, sendo abaixo de 40% e acima de 35% (Tabela
4), respectivamente (BRASIL, 2001), parametros altamente relacionados ao solvente
utilizado e solubilidade da amostra neste (FUNARI; FERRO, 2006). O residuo
insoluvel refere-se as substancias que se incorporam as propolis durante o
beneficiamento, tais como fragmentos de insetos, folhas, madeiras, os quais ndo sao
facilmente solubilizados por solventes (MELO; MATSUDA; MURADIAN-ALMEIDA,
2012). Portanto, quanto maior o “solido soluvel” obtido a partir de um extrato de
propolis e, ao contrario, quanto menor o “residuo insoluvel’, calculados sobre a
matéria-prima que originou aquele extrato, mais soltvel é a amostra bruta no solvente
utilizado.

Garcia et al (2010) destacam alguns fatores importantes para a obtencao
de bons resultados com substancias soluveis em etanol, destacando o tamanho da
superficie de contato, a natureza do solvente de extracdo e o tempo de extragédo. Melo,
Matsuda e Almeida-Muradian (2012) relataram a solubilidade da propolis em
compostos bioativos e o interesse do mercado pela propolis com alto teor de solidos
soluveis devido ao seu maior potencial terapéutico.

Os extratos etanodlicos de prépolis devem conter, no minimo, 0,5% de

flavondides e 5% de fendlicos (Brasil, 2001). As amostras apresentaram teores de
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flavondides e teor de fendis totais, estatisticamente diferentes entre si (p<0,05).
maiores do que preconiza a legislacao brasileira (Tabela 4).

Os resultados apresentados nesse trabalho foram superiores tanto no
conteudo de flavondides quanto no teor de fendlicos totais. No mesmo, o contetdo de
flavonoides para o extrato de prépolis verde variou de 2,55 — 4,68 mg EQ.100 mge
a vermelha de 5,81 — 5,76 mg EQ.100 mg™. Quanto ao teor de fendlicos totais os
resultados variaram entre 16,09 — 18,17 mg EAG.100mg™ para o extrato de prépolis
verde e para a prépolis vermelha variou 19,87 — 30,03 mg EQE.100mg?. Os
compostos fendlicos estdo presentes na propolis em quantidades variadas e isso se
deve principalmente a grande influéncia de seu tipo e localizagédo geografica (CABRAL
et al., 2009).

A determinacdo de flavondides é de extrema importancia, tendo em vista
gue o referido composto promove a absorcéo e atividade de vitaminas no organismo,
pois afeta 0s processos de cicatrizacao e a atividade antimicrobiana (OLIVEIRA et al.,
2012) e por isso € relevante identifica-los e quantifica-los em alimentos e extratos
vegetais.

Figura 13 - Estabilidade do extrato de propolis verde e vermelha
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Fonte: elaborado pela autora.

As atividades sequestrantes dos extratos em relacdo ao radical DPPH
apresentaram diferencas estatisticas ao longo do tempo (p<0,05). O extrato de
propolis verde apresentou maior inibicdo no dia 0, em relacdo ao extrato de propolis
vermelha, com um IC50 de 75,45%. Ja no intervalo de O e 5 dias a mesma teve um

decréscimo de 5,71% (p<0,05), diferente do extrato de prépolis vermelha que no
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mesmo intervalo ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) de acordo com a
Figura 13. Os dois extratos ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
(p>0,05), no intervalo de 10 a 25 dias, mantendo-se estaveis. A maior estabilidade foi
apresentada pela propolis verde com um IC50 82,87 %.

O efeito antioxidante da prépolis deve-se principalmente a presenca de
compostos fendlicos (flavonoides, acidos fendlicos e alcoois, estilbenos, tocoferdis e
tocotriendis). Os flavondides podem ser divididos nos seguintes subgrupos:
antocianinas, catequinas, flavononas, flavonas (luteonina), flavonais e isoflavonoides.
Sdo capazes de diminuir a peroxidacao lipidica, inibir a ativacdo de enzimas
envolvidas na converséao de &cidos graxos polinsaturados na ativacdo de mediadores,
como a fosfolipase A2, cicloxigenase e lipoxigenase, combatendo os radicais livres
(FIGUEIREDO et al., 2015).

Os compostos fendlicos, dos quais os acidos fendlicos e flavondides
fazem parte, sdo potenciais conservantes naturais de alimentos devido as suas
propriedades antioxidantes e antibacterianas. Esses compostos podem atuar por
efeito sinérgico sobre a atividade antimicrobiana, além de agir como doadoras de
elétrons, protegendo as células contra espécies reativas de oxigénio (MARK, LYU,
LEE, PARRA-SALDIVAR, & CHEN, 2019).

5.2 HPLC do extrato de propolis verde e vermelha

A prépolis tem uma composicao complexa e algumas de suas propriedades
promotoras de saude vém de compostos bioativos biolégicos, neuroprotetores,
anticancerigenos, antiinflamatoérios, antioxidantes e antimicrobianos derivados de
compostos como acido galico, acido cafeico, acido cumarico acido dicafeoilquinico
(MOON, 2016; BOCCO, 2013; SOARES, 2002).

Por meio do uso de CLAE-DAD foi possivel separar as substancias
(visualizadas através dos seus diferentes tempos de retencdo), e simultaneamente
identifica-las através dos seus espectros de absor¢édo no UV em comparagdo com 0s
padrdes (Tabela 5). Na Figura 14 estdo os espectros de UV dos picos significativos
do extrato etandlico de prépolis (EEP). Neste extrato foram identificados os acidos
clorogénico, caféico e p-cumarico, além de Canferol-3-O-rutinosideo e Quercetina

descritos na Tabela 6.
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Tabela 5 — Identificacdo dos compostos padrdes da amostra de prépolis verde por
meio dos seus espectros de absor¢éo no UV

N° Tempo de Descricdo Area Comprimento de onda
Retencéo maximo
1 3.91 min Acido 22213599 219nm, 239nm, 328nm
clorogénico
2.50min Acido caféico 9457599  219nm,238nm, 325nm
3 3.36min Acido p- 9686541 211nm;226nm;309nm
cumarico
4 9.287min Canferol-3-O- 5018149 196nm;264nm;347nm
rutinosideo
5 22.29 mim Quercetina 2495066 202nm;255nm;370nm

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 14 — Espectros de UV dos picos significativos do extrato etandlico de prépolis
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Tabela 6 — Concentracdo dos componentes quimicos da amostra do extrato de
prépolis verde

CONCENTRACAO Tr

COMPOSICAO

(mg/g de extrato) (min)
Acido clorogénico 2,62 +0,03 4.09
Acido caféico 0,52 + 0,004 5.50
Acido p-cumarico 2,10 £ 0,02 8.37
Canferol-3-O-rutinosideo 2,88 +0,99 9.81
Quercetina 3,28 £ 0,01 22.54

Fonte: elaborado pela autora.

Dentre os picos que ndo puderam ser identificados no extrato de prépolis
verde, devido a falta de padrdes existentes na biblioteca do LACES, esté o &cido 3-5-
diprenil-4-hidroxinamico (Artepellin C) com comprimento de onda maximo de 314 nm,
gue por apresentar um tempo de retencdo muito préximo ao da quercetina pode ter si
eluido com o mesmo, formando apenas um pico.

Este perfil cromatografico € semelhante ao descrito por outros autores para
extratos etandlicos de prépolis verde brasileira. Figueiredo et al. (2015) analisaram
amostras de prépolis verde brasileira coletadas entre 2008 e 2013. Treze substancias
foram identificadas em extratos alcodlicos, incluindo o biomarcador artepilin C, acido
paracumarico, rutina, quercetina, crisina, galangina, apigenina, pinocembrina,
pinobanksina, canferide e tectocrisina., kaempferol e acetato de 3-pinobanksina foram
analisados por HPLC.

O &cido clorogénico (2,62 + 0,03 mg/g de extrato), acido p-cumarico (2,10
+ 0,02 mg/g de extrato) e o Canferol-3-O-rutinosideo (2,88 + 0,99 mg/g de extrato) que
foram os compostos mais abundantes detectados, possuem atividades bastante
descritas na literatura. O acido clorogénico é um inibidor competitivo da glucose-6-
fosfatase; € ele quem regula a concentracéo de glicose no sangue. Quando ingerido
em alimentos, o acido clorogénico € absorvido no intestino e passa para a circulacéo
sanguinea (PEREIRA et al., 2003).

Dentre os flavonoides com acdo medicinal estdo, em especial, as
guercetinas e o canferol. Esses dois compostos, em acdo conjunta, demonstram
grande potencial anti-inflamatério ao modular a agdo de componentes celulares

envolvidos no mecanismo da inflamagcdo, como a proliferagcdo de linfécitos T, a
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producéo de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-a e IL- 1., e a atividade de enzimas
da via do acido araquidénico, como fosfolipase A2, ciclooxigenase e lipoxigenase.
Essas acfes promovem a agregacado plaquetaria e reduzem a formacgéo de coagulos
sanguineos (TODOROVA; TRENDAFOLOVA, 2014).

O canferol-3-O-rutinosideo (kpf) € um composto flavonéide com efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios comprovados. Brochado et al. (2003) demonstraram
em seus estudos que esse composto inibe a proliferacao de linfécitos T, justificando
seu potencial anti-inflamatoério (SEIFRIED; ANDERSON; FISHER; MILNER, 2007). O
kpf inibiu a expresséao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), bem como
a proliferacéo de células cancerigenas e a angiogénese (RAMOS, 2007; LUO, JIANG,
KING, CHEN, 2008). Além disso, descobriu-se que o kpf € muito menos téxico para
as ceélulas em comparag¢do com as drogas quimioterapicas convencionais (ZHANG,;
CHEN; LI; CHEN; YAO, 2008).

Foi demonstrado que a quercetina promove resultados imunorreguladores
por meio dos efeitos antiateroscleréticos dos flavonoides em testes in vitro e in vivo
(NICKEL et al., 2010). Em estudos recentes, a quercetina apresentou propriedades
nas células tumorais da préostata que modulam a expresséo de fatores de crescimento
relacionados a insulina e, assim, sinalizam moléculas para induzir apoptose em
células cancerigenas (SENTHILKUMAR et al., 2010).

Um dos compostos secundarios mais bem definidos na propolis por sua
atividade antifungica € o acido cafeico, com concentracdo de 0,52 mg/ml nesta
amostra. Em seu trabalho, Araudjo (2017) obteve 16 ésteres de acido cafeico com
rendimentos de 11,82 a 93,06%, dos quais 6 derivados ndo foram publicados na
literatura. Seis ésteres apresentaram atividade antifungica, os ésteres ME7 e ME13

apresentaram a melhor CIM (128 e 256 ug/ml) contra Candida spp.

5.3 Inibicdo da enzima acetilcolinesterase do extrato de propolis verde e

vermelha

No teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, os valores sao
expressos como a concentracdo inibitoria de 50% (IC50) da atividade da enzima

acetilcolinesterase (AChE), que esta diretamente relacionada ao impulso nervoso do
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complexo colinérgico. Os valores de inibicdo sdo comparados com o padrdo da

fisostigmina (1,15+0,05 yg.mL™1), que é considerado um alcaléide muito potente.

Tabela 7 — Concentragéo de inibicdo da atividade da enzima

Acetilcolinesterase das amostras de propolis verde, vermelha e controle

Amostra IC50 Desvio R2
(ug.mL?t) padréo

FISO (controle +) 1,15 0,047 0,996
Propolis Verde 17,45 0,048 0,990
Prépolis Vermelha 19,20 0,017 0,994

Fonte: elaborado pela autora.

A atividade antiacetilcolinesterase é inversamente proporcional aos valores de
concentragdo inibitéria de 50% da enzima AChE. Nesse sentido, se os valores se
aproximarem do padrdo, as amostras sado consideradas excelentes inibidores de
AChE, efeito que pode ser observado no extrato etandlico de prépolis verde
mencionados na Tabela 7.

Esse efeito provavelmente é facilitado pelos flavonoides presentes nos
extratos, como o Camferol-3-O-rutinosideo e principalmente a quercetina, que
possuem atividade anticolinesterasica, que juntamente com a atividade antioxidante,
representam possiveis mecanismos pelos quais os flavonoides podem ser utilizados
na terapia de neurodegeneracgéo oxidativa induzida por estresse (ADEMOSUN et al,
2016).

Estudos em modelos experimentais revelam varios possiveis mecanismos
farmacoldgicos para o tratamento de doencas neurodegenerativas. De acordo com
Chen et al. (2008) e Nakajima et al. (2009) os componentes da prépolis, como o éster
fenetilico do acido cafeico (CAPE), tém efeitos neuroprotetores significativos contra
danos oxidativos em modelos de doenca de Alzheimer (DA). Além disso, em
experimentos nos quais foram administrados derivados hidrossollveis da proépolis,
observou-se atenuacdo da amnésia induzida, sugerindo um efeito significativo no

declinio cognitivo. Esse efeito esta relacionado ao efeito do composto em inibir a
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atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) no hipocampo (CHEN et al., 2008).
Outros estudos também mostram efeitos neuroprotetores de flavondides e outros
compostos da proépolis, principalmente relacionados a efeitos antioxidantes
(MARQUELE et al., 2005; LIU et al., 2008; REIS et al., 2014) e efeitos antimorte celular
neuronal (IZUTA et al., 2008), tornando-se uma potencial via farmacologica protetora
do cérebro para prevenir e retardar a progresséo da DA.

Machado e colaboradores (2009) mostraram que extratos metandlicos de duas
cultivares de prépolis de associacdes e cooperativas produzidas no Alto Santo e
Camocim no Ceara apresentaram atividade anticolinesterasica. Os resultados foram
positivos para as duas variedades de propolis analisadas, indicando a possibilidade
de utilizacdo desses extratos para a producédo de novos medicamentos. A propolis de
Camocim apresentou melhor atividade inibitéria do que a propolis Alto Santo em
comparacdo com o Carbachol padrédo. O potencial anticolinesterasico da proépolis
também foi demonstrado em amostras de propolis marrom de Apis mellifera coletadas
em varios locais do estado do Ceara (Crato, Beberibe, Alto Santo e Mombaca) que
apresentaram atividade da acetilcolinesterase. A atividade inibitéria foi maior na
amostra do Crato e Alto Santo em relacdo ao padrdo, sendo que as amostras de
Beberibe e Mombacga apresentaram o mesmo nivel de inibicAo do padrdo da
fisostigmina (LIBERATO et al., 2011).

5.4 Caracterizacéao fisico-quimica da polpaintegral e das particulas.

A polpa integral foi analisada quanto aos parametros fisico-quimicos e
caracterizacao da atividade antioxidante e da enzima acetilcolinesterase, assim como
as polpas em po, adicionadas de extrato aquoso de propolis obtidas nas condictes

Otimas para cada processo (TABELA 8).
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Tabela 8 — Parametros fisico-quimicos da polpa integral e das microcapsulas obtidas
por liofilizagao

Amostras Fendis totais Flavonoides Atividade Acetilcolineste
(mgGAE.g?) (mgQE.g?) antioxidante rase
(%) (Mg-mL™)

F1 26,421 + 5,46d 5,06 £ 0,84a 25,41 +1,45c 14,27 +1,15¢c
F2 10,936 + 6,069 3,73 £0,88f 25,05 +1,39d 14,65 + 1,48b
F3 8,413 £ 6,94h 4,13 £0,70d 17,83 + 1,25j 13,56 + 1,52d
F4 16,010 + 6,94f 4,54 +0,80c 24,14 + 1,38e 14,65 +1,72b
F5 21,434 + 6,60e 4,53 £ 0,54c 23,38 £ 1,369 14,82 +1,49b
F6 37,445 £ 4,0b 3,67 £0,47f 21,86 £+ 1,34h 13,15 +1,55e
F7 30,096 + 5,46¢ 4,73 £ 0,65b 25,78 £1,41b 14,26 + 1,44c
F8 30,186 + 6,94c 3,95 +£0,93e 23,85 +1,37f N/R

F9 39,553+ 6,72a 5,03 £0,62a 20,57 £1,23i 12,46 + 1,42f
Polpa 8,899 + 3,54h 2,57 £0,48¢g 29,69 £152a 26,49 +1,65a
Integral

Galantamin - - - 1,12 £ 0,029
a (Padréao)

Fisostigmin - - - 1,15 £ 0,059
a (Padréao)

N/R: Nao reagiu. Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma linha representam diferengas estatisticas significativas (p<0,05) no nivel de 5%
de significancia, pelo teste de Tukey.

5.4.1 Fendis totais

O teor de compostos fendlicos das amostras analisadas e comparadas com
a polpa integral de acerola comercial diferiram entre si (p<0,05). Considera-se que a
polpa possui baixos teores desses compostos se comparado com os pés liofilizados.
Somente néo foi observada diferenca significativa entre os ensaios F7 e F8. A maior
concentracado de compostos fendlicos foi da amostra F9 seguida pela amostra F6. Os
agentes encapsulantes escolhidos para o0s testes apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) para a retencdo dos compostos
fendlicos. Assim, considerando os maiores valores F6 e F9, a goma arabica como
material encapsulante atuou melhor como barreira frente a adsorcao de agua e na
conservacao dos compostos naturais presentes tanto da polpa, como do extrato de

propolis. Verificou-se também que a maior incorporacdo foi observada nas
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microparticulas (F7, F8 e F9) onde houve a adicado de 7,5% de extrato de propolis
verde.
Colin-Cruz et al. (2019) ao avaliarem a secagem do suco de amora com
Lactobacillus acidophilus, utilizando goma arébica, maltodextrina e proteina do soro
do leite concentrado, isolados e em combinacao, observaram que o produto obtido
com a mistura de goma arabica com maltodextrina apresentou maior teor de
antocianinas e de compostos fendlicos totais, sendo considerada no estudo a
formulagc&o mais vidvel para proteger os compostos bioativos e bactérias probidticas.
No estudo sobre atividade antioxidante em acerola e derivados, Mezadri et
al. (2008) encontraram valores de compostos fendlicos totais que variaram de 8,05 a
11,50 mg AG/g para a polpa de acerola, em base umida. Esses autores consideraram
essa fruta como sendo de alto contetdo de fitoquimicos, os quais sdo responsaveis
pela atividade antioxidante.
O método para medir o conteudo total de fendlicos utilizando o reagente
Folin- Ciocalteau, apesar de muito utilizado, possui algumas limitacoes relacionadas
a superestimacao do conteudo fendlico em larga extensdo, segundo Oliveira et al.
(2009). A vitamina C é considerada como um dos interferentes ndo fendlico. Em
pesquisa realizada por Oliveira et al. (2009) foi verificado que a adicdo de acido
ascorbico a acido galico em diferentes propor¢des provocou aumento de absorbéancia,
uma interferéncia de 20% quando a raz&o ascorbato/galato foi maior ou igual a 1. Esta
€ uma importante observacao a ser considerada, principalmente se tratando do estudo

de frutas com alto teor de vitamina C, como a acerola.

5.4.2 Flavonoides

Os teores de flavonoides totais apresentaram diferenca significativa pelo
teste de Tukey entre a polpa integral e as amostras em po liofilizadas. A partir destes
dados, pode-se concluir que as microcapsulas produzidas por liofilizagdo exibiram
maior quantidade de liberacdo do conteddo de flavonoides; isto €, esta técnica
encapsulou e protegeu melhor os compostos bioativos. Indicando também, uma
interacdo sinérgica dos constituintes que possivelmente leva a potencializacdo do
conteudo de flavonoides.

Na secagem por liofilizagéo, o teor médio de flavonoides das amostras F1

F9, F4 e F5 nado apresentaram diferencas significativas (p>0,05). Tanto a
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maltodextrina como a goma arabica de forma separadas e também juntas (50% malto
+ 50% goma) mostraram alta eficiéncia no encapsulamento. A maltodextrina € um dos
agentes mais utilizados para encapsular, devido as caracteristicas de baixa
higroscopicidade, baixa viscosidade e alta solubilidade. Entretanto, por apresentar
baixa capacidade emulsificante seu uso associado a outros agentes, como proteinas
e gomas, tende a aumentar essa capacidade, melhorando a eficiéncia da
encapsulacdo (LEE; TAIP; ABDULLAH; 2018). A goma é também, bastante efetiva
como material de parede (encapsulante) por formar emulsdo estavel e apresentar boa
retencdo de volateis, baixa viscosidade e boas propriedades emulsificantes (CHEW,;
TAN; NYAM, 2018).

Tais substancias sdo de fundamental interesse para industria farmacéutica
e de alimentos, pois apresentam propriedades benéficas a saude, como atividade
antioxidante e hepatoprotetora (Marques et al., 2018). Além disso, foram relatados
gue muitos flavonodides possuem propriedades antibacterianas e antifungicas
(SANTAS; ALMAJANO; CARBO, 2010). Isto tem aumentado o interesse da industria
de alimentos em utilizar esses compostos naturais como componentes para melhorar
a estabilidade de alimentos contra agentes de deterioracdo microbioldgica.

No presente estudo, os teores de flavonoides encontrados, aproximam-se
aos teores de flavonoides totais de frutas exéticas brasileiras consideradas potentes
antioxidantes, tais como camu-camu, mana-cubiu e carambola (3,52; 2,39 e 0,59 mg
por grama de amostra seca) (GONCALVES, 2008). Tavares et al. (2019) encontraram
valores de flavonoides (11,01 mg/100 g) em po6s de espuma de uva (BRS RubeaxIAC
1398-21) desidratada por liofilizag&o utilizando 15% de maltodextrina. Rezende et al.
(2018) encontraram quantidades significativas de flavonoides (22,653 a 55,150

mg/100g) no extrato do residuo da acerola, sendo estas concentracdes superiores a

polpa.

5.4.3 Atividade antioxidante

Nos resultados deste estudo, verificou-se que a porcentagem de inibicao
do DPPH variou de 17,83% a 25,78% para as microcapsulas em relacdo a polpa
comercial 29,69%. A inibicdo do radical DPPH apresentou maior porcentagem nas

amostras F3, seguida pela amostra F9 e F6 formadas a partir do material de parede
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goma arabica em relacdo maltodextrina, havendo diferenca significativa entre as
meédias (p>0,05) dos materiais de parede utilizado e a concentracdo de extrato de
propolis verde no processo liofilizagao.

Valores referentes a atividade antioxidante podem ser expressos como
EC50 (mg / mL) correspondende a quantidade de extrato necessaria para reduzir o
radical DPPH em 50%. Segundo Melo et al. (2008), quanto menor o EC50 melhor € a
capacidade antioxidante do extrato. Diferentes métodos foram desenvolvidos para
medir a atividade antioxidante de um alimento. Como a capacidade antioxidante total
de uma amostra é determinada por interacdes sinérgicas entre diferentes compostos
antioxidantes, bem como pelo modo de acdo especifico de cada um deles, é
necessario utilizar procedimentos adequados na extracdo de antioxidantes e na
medicao da capacidade antioxidante. (THAIPONG et al., 2006).

Os compostos fendlicos sao considerados 0s principais responsaveis pela
atividade antioxidante em frutos (JACQUES et al.,2009), apesar de o acido ascérbico
ter papel relevante no estresse oxidativo. Kuskoski et al. (2006) observaram a
atividade antioxidante, polifendis e antocianinas de frutos tropicais silvestres e polpas
de frutas congeladas, incluindo a graviola, com o objetivo de determinar a sua
atividade antioxidante in vitro pelo método do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e
compara-la com o contetido de polifendis totais e antocianinas das polpas congeladas
e comercializadas no sul do Brasil. Para a graviola encontraram alto indice de
polifendis totais (84,3 mg/100 g); a fruta também demonstrou alta capacidade
antioxidante, apresentando 2,88 pmol/g de atividade antioxidante equivalente ao
Trolox (antioxidante sintético e hidrossoluvel similar a vitamina E).

Melo et al. (2008) ao avaliarem o teor de fendlicos e a capacidade
antioxidante de polpas congeladas de frutas adquiridas em supermercados da Cidade
de Recife-PE, também relataram que entre as frutas avaliadas, a polpa de acerola
exibiu 0 mais elevado teor de polifendis e que extratos metandlicos da polpa deste
fruto, juntamente com a polpa de goiaba apresentaram o mais elevado percentual de
sequestro do radical DPPH.

Em geral, as microcapsulas analisadas nesse experimento demonstraram
correlacdo direta entre o contetudo total de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante. O processo de liofilizacao da polpa de acerola com o extrato de prépolis
nao interferiu nas suas propriedades antioxidantes, podendo ser excelentes fontes de

compostos fendlicos.
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5.4.4 Antiacetilcolinesterase

As microcapsulas e a polpa integral de acerola apresentaram atividade de
inibicho da enzima acetilcolinesterase. Os resultados obtidos na analise foram
comparados aos alcaloides fisostigmina e galantamina, para controle positivo. Os
experimentos de inibicdo da enzima acetilcolinesterase in vitro para as microcapsulas
produziram resultados com poténcia alta se comparados com a polpa integral de
acerola. A associacao da polpa de acerola comercial com o extrato de propolis verde
nas formulacdes atuou em sinergismo produzindo o maximo beneficio antioxidante.

Beta et al., (2018) encontraram 33 fendlicos no fruto de acerola (Malpighia
emarginata) e afirmaram ser uma fonte diaria de antioxidante natural. Bataglion et al.,
(2015) registraram elevados teores dos flavondides quercetina e kaempferol em frutos
de acerola. Dentre os varios beneficios atribuidos a quercetina, em estudos com
modelos neurais in vivo, foram observados efeitos sobre a neurodegeneracao,
focando seus beneficios sobre as deficiéncias cognitivas, isquemia e lesdo trauméatica
(KELSEY et al., 2010). Alguns estudos referem a utilizacdo da quercetina na inibicdo
da enzima acetilcolinesterase, nos quais foram observados percentuais inibitérios
significativos (ORHAN et al., 2007; KHAN et al., 2009).

A doenca de Alzheimer é uma enfermidade neurolégica degenerativa
progressiva caracterizada por perturbacdes da memoria e do comportamento. O
mecanismo bioquimico exato da patogénese da doenca de Alzheimer ainda é
desconhecido, mas muita atencéo € dada a formacéao das placas amiloides e ao papel
da perda massiva do neurotransmissor acetilcolina e a possivel implicacdo de estresse
oxidativo em seu desenvolvimento (RICCIARELLI et al., 2007).

Uma das abordagens mais promissoras para o tratamento desta doenca é

o0 aumento do nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da enzima
acetilcolinesterase (AChE). E, como uma terapia alternativa, a utilizagcdo de
antioxidantes com o objetivo de minimizar o desequilibrio oxidativo (ZAINI et al., 2011).

Benamar et al.,, (2010) mostraram que alguns extratos de plantas com
conteudo fenolico expressivo inibiram a atividade da AChE in “vitro”, e que poderia,
portanto, ser sugerido que a inibicdo da AChE pela casca de roma teria relagdo com
seus compostos fenolicos. No entanto, com a correlacdo é possivel perceber que a

guantidade de fenolicos ndo estad fortemente relacionada a inibicdo da AChE,
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demonstrando que possivelmente os fendlicos exercem influéncia na reducdo, mas
deve ser considerada a natureza dos compostos fendlicos e ndo apenas sua
guantidade.

Os resultados quanto ao teor de umidade, higroscopicidade, solubilidade e
analise calorimetrica das microcapsulas e da polpa integral estdo dispostas na tabela
9.

Tabela 9 — Resultados de umidade, higroscopicidade, solubilidade e anélise

colorimétrica dos pés

Amostra Umidad Higroscopicidad Solubilidad L* a* b*
S e (%) e (%) e (%)
F1 4,47 + 585+ 90,65 + 53,42+ 13,45 493z
0,063d 0,23d 1,96ef 0,025c¢ * 0,11cd
d 0,15c
F2 4,61 5,67 90,11+ 5481+ 12,15 4,23+
0,11d 0,47d 0,95f 0,10b + 0,02e
0,05d
F3 2,49 + 8,69 + 66,84 + 55,50+ 14,56 4,86+
0,26f 0,023a 1,81h 0,10b + 0,06cd
0,04b
F4 3,43+ 6,59 + 85,78 + 53,26+ 1254 5,02+
0,17e 0,10c 0,479 0,12d + 0,14cd
0,16d
F5 561+ 7,88 £ 91,75 % 55,37 11,98 4,54+
0,42c 1,95b 0,93cd +0,96b + 0,03de
0,29d
F6 6,59 + 451+ 92,09 + 56,77 13,42 5,07+
0,25b 0,43e 1,34c +0,18a * 0,27bc
0,21c
F7 4,54 + 7,62 £ 95,24 + 5449 1450 554+
0,11d 0,63b 2,8la +0,76b + 0,20b
c 0,44b
F8 571+ 7,65+ 93,07 + 52,73 13,73 5,00
0,040c 0,30b 0,82b +0,045 + 0,36¢d
d 0,41c
F9 4,86 557+ 91,17 1, 5457 1483 4,71+
0,060d 0,11d 46de +0,07b + 0,01cd
C 0,01a e
b
Polpa 91,40 £ - - 49,32+ 1549 36,47 +
integral 5,46a 0,05e * 0,06a
0,02a

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma
linha representam diferencas estatisticas significativas (p<0,05) no nivel de 5% de significancia, pelo
teste de Tukey.
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5.4.5 Umidade

O teor de umidade do alimento € fundamental para que se possa saber o
guanto ele € passivel & pericibilidade, uma vez que a agua é o principal meio pelo qual
ocorrem atividades microbianas e enzimaticas, que promovem a deteriorizacdo do
alimento (CELESTINO, 2010), sobretudo de frutas. A reducédo da umidade de 92% da
polpa integral ndo liofilizada para cerca de 6% da polpa adicionada de propolis
liofilizada foi observada, demonstrando que a liofilizac&o resultou em particulas com
baixa umidade, reduzindo a uma caracteristica oxidante (AKHAVAN et al., 2016).

Os agentes carreadores e a concentragcdo de propolis também
apresentaram influéncia na secagem, pois as amostras F3 (goma arabica) e F4
(maltodextrina) usadas separadamente e adicionadas de 5% e 2,5% do extrato de
propolis verde, obtiveram o0s menores valores para umidade, diferindo
estatisticamente (p<0,05). Entretanto, as amostras F1, F2, F7 e F9 nao diferiram
estatisticamente (p>0,05), indicando que ambos os materiais tiveram efeito positivo
guando usadas separadamente ou juntas em concentracdes de extrato de prépolis a
5% e 7,5%. A legislagéo vigente ndo define parametros de umidade para produtos
desidratados na forma de p6 obtidos através de polpa de fruta. Estabelece, no entanto,
o valor maximo de 25% de umidade para frutas secas ou desidratadas inteiras ou em
pedacos (BRASIL, 2005). Sendo assim, tomando como aproximagdo a norma
estabelecida para frutas secas, os dois produtos obtidos no presente trabalho se

apresentam dentro da faixa permitida pela referida legislacéao.

Em seu experimento, Krumreich et al. (2016) obtiveram o valor de 7,18%
de umidade no p6 de uvaia liofilizada contendo 10% (m/m) de maltodextrina e goma
Ardbica, sendo esse valor, mais alto que os encontrados nesse trabalho. Silva et al.
(2006) caracterizaram diferentes pOs de frutas tropicais, previamente desidratados em
secador de cabine por 24 horas, e encontraram para graviola, 6,67% de umidade. Zea
et al (2013) obtiveram umidades de 5,09%, 5,31% e 5,56% para p6 de pitaia, p6 de
goiaba e mistura de p6 de pitaia e goiaba, respectivamente, ambos liofilizados com
10% de maltodextrina. Rocha et al. (2014) obtiveram valores de umidade entre 1,36 e
3,35% para po de suco de caju obtido em secador spray-dryer adicionado de 30% de

maltodextrina. Para Aziz et al (2018), as técnicas de secagem empregadas e seus



73

parametros operacionais tém a maior influéncia para o teor de umidade dos pos.
Esses autores citam ainda que a presenca de acgUcares de baixo peso molecular e
acidos organicos influenciam a umidade do p6. A aplicagdo de um pé de fruta depende
do seu teor de umidade, se inferiores a 4% podem ser usados para preparar doces,
caramelos e balas (JAYA E DAS, 2004). O conteudo de umidade € uma medida de
eficiéncia de secagem, onde o pd para ser microbiologicamente seguro, deve
apresentar umidade inferior a 5%, além disso, influencia na fluidez e na estabilidade
do p6 armazenamento (AZIZ et al., 2018).

5.4.6 Higroscopicidade

Higroscopicidade é a capacidade de absorver moléculas de agua quando
em contato com meio Umido. Essa caracteristica € muito importante para produtos
desidratados de frutas, pois como ja foi dito, as frutas sdo ricas em acucares e acidos
de baixo peso molecular. Dessa forma, apresentam baixa temperatura de transicao
vitrea durante ou apdés a secagem, podendo apresentar configuracdes amorfas e
elevada higroscopicidade. Alta higroscopicidade é indesejavel para alimentos em po,
tendo em vista que promove aspecto pegajoso e dificulta a solubilidade do produto, o
gue prejudica a qualidade do produto como um todo (CAPARINO et al., 2012).

Os resultados das higroscopicidades dos pos podem classifica-los como
ndo higroscopicos, pois segundo Gea Niro Research Laboratory (2003), p6s com
higroscopicidade inferior a 10% s&o considerados ndo higroscépicos e sua baixa
higroscopicidade favorecera a reducao da capacidade de adsor¢édo de agua dos pés.
Observou-se que a amostra F6 contendo goma arabica e 2,5% do extrato de propolis
apresentou menor higroscopicidade e diferiu (p < 0,05) das demais amostras de pos.
Para as amostras F5, F7 e F8 ndo houve diferenca significativa (p > 0,05) quanto a
adicdo conjunta dos agentes carreadores em concentracao de propolis a 2,5% e 7,5%
e a maltodextrina sozinha em uma concentragéo do extrato de propolis a 7,5%. Nas
amostras F1, F2 e F9 também né&o houve diferenca significativa (p > 0,05) indicando
gue ambos 0s materiais de parede juntos em iguais proporgcdes e separados nas
concentragdes de 5% e 7,5% do extrato de propolis tiveram efeito benéfico.

Conforme Oliveira (2008), a goma arabica por apresentar maiores valores
de transicao vitrea (Tg) quando comparada a maltodextrina, torna-se mais efetiva na

reducdo da higroscopicidade dos poés. As formula¢des contendo maltodextrina e goma
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arabica juntas e em iguais propor¢des, foram as que apresentaram maior ganho de
agua durante a exposicao do produto a umidade. Resultado similar foi encontrado no
trabalho de Frascareli (2010) ao encapsular 6leo de café através de secagem por
atomizacdo obteve maiores valores de higroscopicidade para microcpsulas com
goma arabica e maltodextrina (14,33%) em comparacdo com isolado proteico e
maltodextrina (11,28%). A maltodextrina apresenta este comportamento devido a
baixa higroscopicidade do material (TONON et al, 2009) ja a goma arabica e suas
ramificacdes com grupos hidrofilicos tendem a absorver mais dgua (FRASCARELI,
2010). O conteudo de umidade é um dos fatores que mais afetam a estabilidade do
po, uma vez que pequena quantidade de agua é suficiente para depreciar a
temperatura de transicéo vitrea (Tg) e, por conseguinte, aumentar a mobilidade da
matriz durante a estocagem (BHANDARI E HARTEL, 2005).

Janiszewska (2014) estudou o efeito do tipo de material encapsulante
(maltodextrina, goma arabica e uma mistura de ambos (1:1 (m:m))) usados como
veiculos na estabilidade dos pigmentos de beterraba e observou no extrato
microencapsulado com goma arabica, que o mesmo demonstrou maior estabilidade
durante o armazenamento, devido a sua menor higroscopicidade. Shaaruddin et al.
(2017), estudando p6 de suco de pitaia contendo maltodextrina obtido por spray-drier
obteve teor higroscoépico de 14,12%.

Resultado contrario a esse trabalho foi encontrado por Alves, Afonso e
Costa (2020) que, ao estudarem o efeito de diferentes adjuvantes sobre a
higroscopicidade do p6 da polpa de pitaia, encontraram 0s menores valores nas
amostras contendo maltodextrina (6,83%). Maciel et al. (2020) observaram no pé da
polpa de cupuagu que o aumento da concentracdo de maltodextrina resultou na

diminuicao da higroscopicidade que variou de 3,89 a 4,09%.

5.4.7 Solubilidade

De acordo com Chen e Patel (2008), a solubilidade € um critério importante
para avaliar o desempenho do produto em p6 na fase aguosa. A solubilidade em agua
depende de fatores tais como a composi¢ao do extrato e do tamanho das particulas.
A selecdo do material encapsulante € muito importante, ndo s6 para a propria

solubilidade, mas também para o estado cristalino que é conferido ao po.
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Os valores de solubilidade dos pés obtidos variaram de 66,84 a 95,24%,
com maxima solubilidade obtida na amostra contendo apenas maltodextrina como
agente carreador (ensaio F7). O tratamento F1 n&o diferiu do tratamento F2 e do F9,
mostrando que o uso da maltodextrina e goma arabica de forma separadas e juntas
na concentracdo de extrato a 5%, 2,5% e 7,5% nao influenciou os valores de
solubilidade. O mesmo foi observado quando o tratamento F5 foi comparado com o
F6 e com o F9, ndo houve diferenca significativa com materiais de parede e a
concentragao do extrato de 2,5% e 7,5%. Porém o tratamento F1 apresentou diferenca
significativa do F5 e F6 com um valor de solubilidade relativamente menor. J& os
tratamentos F3, F4, F7 e F8 apresentaram diferenca significativa.

Os resultados do presente estudo foram superiores aos encontrados por
Araujo (2019) nos pés de coco liofilizados com maltodextrina, apresentando
solubilidade inicial de 75,84% e com o passar do tempo de armazenamento (até 90
dias) ocorreu uma reducdo desses teores. Resultados também inferiores ao nosso
foram encontrados por Souza (2009) para a mistura de seriguela, umbu e manga
desidratada em leito de jorro (60,15 e 67,82%), usando duas formulacdes com fontes
de gordura diferentes.

Silva (2012) encontrou valores muito altos de solubilidade (98,27 — 96,06%)
para encapsulados de pigmentos de residuos de jabuticaba quando utilizado
maltodextrina em diferentes concentracbées como material de parede (10 — 30%
massa/massa H20). Mesmo devido a natureza hidrofébica do material do nucleo,
sendo muito pouco soluvel em &gua, a adicdo da maltodextrina aumentou um pouco
a solubilidade final do p6. Tonon et al. (2013) observaram alto valor de solubilidade
para microcipsulas de acai com goma arabica como material de parede (94,78 %).
Devido a composicdo com alto teor de carboidratos do acai, 0 mesmo tende a ser
mais soluvel em dgua em comparacdo com a natureza hidrofébica do 6leo essencial

de canela que dificulta a solubilidade em agua.

5.4.8 Analise colorimétrica

A cor é uma propriedade muito importante para a industria alimenticia, pois
€ um parametro de qualidade que pode afetar a aceitabilidade dos alimentos. Ao medir
a cor dos alimentos, o sistema de cores L*a*b* é mais frequentemente utilizado,

porque as cores sdo distribuidas uniformemente e a distancia entre duas cores
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diferentes corresponde aproximadamente a diferenca de cor percebida pelo olho
humano (WU; SU, 2013).

A diferenca na luminosidade é caracterizada pelos valores de L*, onde
pode-se observar que o extrato nao liofilizado diferiu das demais amostras apos o
processo de encapsulacdo, evidenciando que a Iluminosidade dependeu
principalmente do material de parede utilizado para o encapsulamento. A polpa de
acerola integral apresentou luminosidade de 49,32, enquanto os pés obtidos por
liofilizacdo variaram entre 52,73 a 56,77, havendo, portanto, um aumento de L* com a
secagem. Os tratamentos F1, F4 e F7 ndo apresentaram diferenca significativa para
aos valores de L*, ou seja, a maltodextrina e as concentracoes de 5%, 2,5% e 7,5%
nao influenciaram esse parametro. Os tratamentos F2, F5 e F8 que continham a
mistura de 10/10 goma arébica e maltodextrina, ndo mostraram diferenca significativa
entre F2 e F5, porém F8 diferiu das duas amostras indicando um valor mais baixo de
L* quando adicionado os adjuvantes a uma concentracao de 7,5% de extrato. Ja a
amostra F6 resultou em um pd mais claro em comparacéo as amostras F3 e F9, com
uma diferenca significativa (p < 0,05).

A coordenada a*, estabelece valores que caracterizam a regido de
coloracéo do vermelho (+a*) ao verde (-a*). A polpa de acerola apresentou valores
meédios para a* de 15,49 enquanto os pos obtidos por liofilizagdo variaram de 11,98 a
14,56, diferindo estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Notou-se
um aumento no parametro a* nas amostras avaliadas, o que ja era esperado devido
a adicdo de maltodextrina e goma arabica. Entre os pos ocorreu maior tendéncia a
coloracdo vermelha, o que é explicado pelo fato da cor do produto ser influenciada
pela presenca de pigmentos naturais da acerola, sobretudo antocianinas e
carotenoides (YAMASHITA et al., 2003).

Para os tratamentos com goma arabica (F3, F6 e F9), F3 e F9 ndo exibiram
diferencas significativas entre os valores de a* ja para a amostra F6 mostrou
diminuicdo do parametro em relacdo a F3 e F9 com uma diferenca significativa. O
mesmo foi observado para os tratamentos com maltodextrina e goma arabica, nédo
houve uma diferenca estatistica entre os tratamentos F2 e F5, porém o tratamento F8
diferiu estatisticamente dos dois ultimos tratamentos citados. Ja para as amostras
contendo maltodextrina (F1, F4 e F7) diferiram entre si, ou seja, 0 uso de agentes

encapsulantes diminuiu a intensidade.
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As amostras de pés apresentaram diferenca estatistica, apresentando
reducdo da coordenada b* para os pés quando comparados a polpa integral,
mostrando decréscimo da coloragdo amarela com a intensificacdo da coloracdo azul.
A polpa de acerola integral utilizada neste experimento caracterizou-se pela coloragéo
mais amarelada, apresentando valor de b* de 36,47. Os p0s obtidos por liofilizacéo
apresentaram menores valores de b* variando entre 4,23 a 5,54 revelando-se como
um processo que provoca perda da coloracdo amarela.

Nos tratamentos utilizando maltodextrina (F1, F4 e F7), as amostras F1 e
F4 ndo apresentaram diferenca significativa entre si para b*, porém a amostra F7
apresentou diferenca em relacdo aos tratamentos F1 e F4, sendo a amostra que
apresentou maior valor de b*. Nos tratamentos empregando maltodextrina e goma
arabica (F2, F5 e F8), as amostras F2 e F5, como também as amostras F5 e F8, ndo
exibiram diferencas significativas. Distintamente das amostras F2 e F8, as quais foram
estatisticamente diferentes, com F2 possuindo o menor valor de b* quando comparado
aos demais. Esta reducdo da tonalidade do amarelo esta relacionada a diluicdo da
cor, provocada pela presencga dos agentes carreadores utilizados (Tonon et al., 2009).
Ja para agqueles tratamentos com goma ardbica (F3, F6 e F9), F3 e F6 nao
apresentaram diferencas significativas, porém F9 mostrou valor menor em relacdo a
esses dois ultimos citados.

Resultados contrarios foi observado por Caparino et al, (2012) para p6 de
manga obtido por diferentes processos, na qual a desidratacéo por liofilizacdo gerou
maiores valores de b*. Acredita-se que essa mudanca na cor esta relacionada ao
material de parede utilizado e ao processo de secagem, clareando a amostra, pois 0s
materiais de revestimento tendem ao branco e quando absorvem a cor do extrato,
diminuem a intensidade da cor, como indica a tendéncia dos extratos liofilizados ao
clarear e adquirir um tom mais suave de amarelo se comparado ao extrato néo
liofilizado que foi utilizado como valor de referéncia, como € indicado pelos valores
encontrados para a* e b*.

A coloracéo do alimento é um dos fatores determinantes para a obtencéo
do produto pelo consumidor e a analise colorimétrica € um dos métodos aplicados
para verificar se houve ou nao alteracbes na cor do produto durante seu
processamento ou armazenamento, como reacdes como lipidios oxidacéo, reacdes
enzimaticas, caramelizacdo e adicdo de corantes podem afetar a aparéncia ou até
mesmo o sabor do produto final (ROCHA; REDD, 2014).
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7 CONCLUSAO

As propolis verde e vermelha, tanto in natura quanto em extrato, se
mostraram dentro dos padrdes de identidade e qualidade exigidos pela Legislacao
Brasileira. Porém, nos parametros fisico-quimicos a propolis verde in natura saiu a
frente com menor teor de umidade, cinzas, cera e residuos insoliveis em etanol.
Apresentou também maior solubilidade no solvente utilizado e maior extragdo dos
compostos bioativos. Resultados esses que também foram refletidos no teor de fendis
totais, flavonoides, HPLC e na atividade antiacetilcolinesterase.

Na avaliacdo da estabilidade dos extratos de propolis no periodo de 0,5,10
e 15 dias através da atividade antioxidante, o extrato de propolis verde manteve-se
mais estavel em relacdo ao extrato de propolis vermelha, ou seja, ndo houve
alteracdes que pudessem comprometer sua estabilidade durante os 15 dias de
analise.

Apesar de todos os parametros fisico-quimicos avaliados na polpa
integral sofrerem variacdo apés secagem, a utilizacdo da secagem por liofilizacdo
mostrou-se vantajosa para a conservacdo da coloracdo, caracteristica da polpa
integral utilizada na pesquisa, e dos compostos bioativos presentes tanto na polpa
integral quanto no extrato de propolis verde.

Dentre os adjuvantes utilizados, a mistura contendo goma arébica com a
polpa integral de acerola e extrato de propolis verde foi aquela que apresentou maior
retencdo de compostos fendlicos e flavonoides. Além de apresentar menores valores
de atividade antioxidante e atividade antiacetilcolinesterase. Desse modo, supfe-se
gue a partir dessa formulacédo pode-se elaborar novos estudos para a producao de

produtos adicionados do p6 da polpa de acerola e extrato de propolis.
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