INSTITUTO
@€ | SUPERIOR B
./ AGRONOMIA

19
ersiaade ae 1

Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por

atomizacao e estudos de libertacao controlada

Marta Sofia Ribeiro Beijoca

Dissertacao para a obtencédo do Grau de Mestre em

Engenharia Alimentar

Orientador: Doutor Vitor Manuel Delgado Alves

Coorientadora: Doutora Margarida Gomes Moldao Martins

Jari:
Presidente: Doutora Maria Luisa Lopes de Castro e Brito, Professora Auxiliar com

agregacao do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa

Vogais: Doutor Vitor Manuel Delgado Alves, Professor Auxiliar do Instituto Superior de
Agronomia da Universidade de Lisboa

Doutora Maria Margarida Canas Mendes de Almeida Cardoso, Professora Auxiliar
Convidada da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

UNIVERSIDADE
DE LISBOA

2014 |J LisBoA




Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizagdo e estudos de libertagdo controlada
Beijoca, M. S. R. (2014)

AGRADECIMENTOS

A realizacdo desta dissertacédo reflete 5 anos de trabalho e formagédo. Diversos obstaculos foram
ultrapassados e sem o0 apoio dos melhores ndo seria alcancavel. Quero assim expor a minha
admiracao, respeito e enorme consideracao por todos os que interferiram na minha vida académica e

sobretudo nesta dissertacdo agradecendo:

Ao Doutor Vitor Alves pela paciéncia e colaboracdo em todo o desenvolvimento experimental bem

como pela disponibilidade e apoio no decorrer do trabalho escrito, dignos de um orientador;
A Doutora Margarida Mold&o Martins pelo entusiasmo, boa disposicéo e conselhos admiraveis;

A Engenheira Joaquina Pinheiro que foi sempre uma pessoa muito prestavel e forneceu um apoio

essencial para a realizacdo da fase experimental do trabalho;

A toda a minha familia que sempre esteve a meu lado tanto a nivel académico como pessoal. Em
especial aos meus pais que tornaram este curso possivel, por todo o carinho, prontiddo, admiracéo e

por nunca deixarem de acreditar em mim.
Ao meu irmao pela disponibilidade, apoio e boa disposi¢cdo de sempre;

Ao meu namorado pelo apoio incondicional tendo sido sempre uma pessoa incansavel e pronta a

ajudar;

Aos meus amigos de dentro e fora do ISA, em particular a Rita Lemos, Luzia Barata, Maria Gongalves
pela forca e amizade demonstradas. Real¢o ainda o meu grupo de trabalho que ultrapassou diversos
obstaculos juntos, Sandra Santos, Jodo Pereira, Inés Lopes e Francisca Alves, por toda a forca e
incentivo sem esquecer pessoas que marcaram este curso sempre de forma positiva, Irina Godinho,

Joana Valenga e Ménica Baeta;

A todo o pessoal de Genética pela disponibilidade imediata, sobretudo a Engenheira Daniela Silva

pela ajuda durante todo o trabalho bem como pelo entusiasmo e boa disposicao sempre presentes;

A minha professora de Danca pela compreens&o e apoio demonstrados;

Um enorme obrigado a todos!

Pagina | |



Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizagdo e estudos de libertagdo controlada
Beijoca, M. S. R. (2014)

RESUMO

O prépolis é conhecido pelas suas propriedades bioativas, no entanto, apresenta carateristicas

sensoriais que o tornam pouco adequado a incorporacéo direta em alimentos.

Neste trabalho estudou-se o potencial do processo de microencapsulacdo de prépolis com o objetivo
de contornar as suas carateristicas sensoriais desagradaveis mantendo as suas propriedadas
bioativas, designadamente, a atividade antioxidante. O encapsulamento foi realizado por spray-drying
usando diferentes matrizes: quitosano; quitosano/acido citrico; quitosano/tripolifosfato; amido de

arroz; amido de arroz/gelatina.

Em termos de compostos fendlicos totais, o carregamento das particulas variou entre 0,049 e 0,062
mg EAG/mg particulas, sendo uma concentragao superior a do extrato de propolis (0,023 mg EAG/mg

propolis).

O perfil de libertacdo de propolis das particulas foi estudado monitorizando a concentracdo de
fendlicos totais em meio &cido (pH=3,9) e neutro (pH=7,3). A percentagem total de fendlicos libertada
em meio neutro foi cerca de 100% para todos os tipos de particulas. Em meio &cido as particulas que
libertaram uma menor percentagem de massa de compostos encapsulada foram as de
quitosano/tripolifosfato (27%), seguindo-se as de quitosano/acido citrico (39%), amido/gelatina (46%),
amido (52%) e quitosano (100%).

Os perfis de libertac@o observados permitem inferir que é possivel desenhar particulas com perfis de

libertagdo especificos, adequados a diferentes aplicagdes finais.

Palavras-chave: Prdépolis; Microencapsulacdo; Atividade Antioxidante; Quitosano; Amido;

Libertagcéo
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ABSTRACT

Propolis is known for its bioactive properties, however, it presents sensory characteristics that limit its

direct incorporation in food products.

In this study, the potential of the microencapsulation of propolis was studied, in order to mask its
unpleasant flavor, while maintaining its bioactive properties such as the antioxidant activity. The
encapsulation process was carried by spray-drying using different materials: chitosan, chitosan with

citric acid, chitosan with tripolyphosphate, rice starch and rice starch with gelatin.

In terms of total phenolic compounds, the loading of the particles ranged between 0.049 and 0.062 mg
EAG/mg particles, being a higher concentration when compared to the propolis itself (0.023 mg

EAG/mg propolis).

The release profile of propolis from the particles was studied by monitoring the concentration of total
phenolics in acidic and neutral media. The percentage of total phenolics released in neutral solution
was approximately 100% for all particles. In acid medium, the particles presenting a lower release of
phenolics were chitosan with tripolyphosphate (27%), followed by chitosan with citric acid (39 %), rice
starch with gelatin (46%), rice starch (52%) and chitosan (100%).

The observed different release profiles allow us to infer that it is possible to design suitable particles

for diverse end-use applications.

Keywords: Propolis; Microencapsulation; Antioxidant Activity; Chitosan; Starch; Release.
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EXTENDED ABSTRACT

Propolis is a natural product produced by bees from the harvest of resins and other plant materials.
This product presents a strong interest in the area of health due to its beneficial properties such as
antimicrobial and antioxidant activity, which also makes this product interesting to apply in the food
industry. However, its direct application in food products is limited by its unpleasant sensorial

properties.

In this study, the potential of the microencapsulation of propolis in microparticles was studied, in order

to mask its unpleasant flavor, while maintaining its bioactive properties such as the antioxidant activity.

The total phenolic content of propolis was expressed as Gallic Acid Equivalents (GAE) and the value
was 0.0234 mgGAE/mg propolis. Two methods were used in the study of the antioxidant activity:
FRAP and DPPH. The results were expressed as TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Activity) being
0,335 MTrolox/g propolis and 0.200 MTrolox/g propolis, respectively.

Two wall materials were chosen for the encapsulation of propolis: chitosan and rice starch.
Microparticles were obtained with only chitosan (Q+P), chitosan chemically modified with citric acid
(Q+P+AC) and chitosan reticulated with tripolyphosphate (Q+P+TPF). In the case of starch, it was
applied alone (A+P) and with gelatin (A+P+G).

The chitosan based microparticles consisted of capsules with a spherical shape and a smooth
surface, while rice starch produced microparticles composed of porous aggregates of starch granules.
The propolis loading of the encapsulates, expressed as total phenolic content, varied between 0,049
and 0,062 mg EAG/mg patrticles.

The measured antioxidant activity of the encapsulates, (0,0166-0,0223 M Trolox/ g particles for the
FRAP method and 0.0068-0.0411 M Trolox/g particles for the DPPH method) was lower than that
observed for the propolis itself. This fact is probably a result of the protection conferred by the wall

material to the bioactive compounds encapsulated.

The release profile of propolis from the particles was studied by monitoring the concentration of total
phenolics in acidic and neutral media. It was observed a higher release rate and a higher amount of
mass released in neutral medium (pH= 7.3) than in acidic medium (pH= 3.9). The percentage of total
phenolics released in neutral solution was approximately 100% for all types of particles. In acid
medium, the particles presenting a lower amount of mass of compounds encapsulated that was
released were those of Q+P+TPF (27%), followed by those of Q+P+AC (39 %), A+P+G (46%), A+P
(52%) and Q+P (100%).
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The observed different release profiles in acid and neutral media allow us to infer that it is possible to
design appropriate particle for diverse end-use applications. In the future, it is essential to evaluate the
limit of sensory detection of all types of particles studied in model aqueous solutions and in real
systems, and correlate the respective limit concentrations to the antioxidant and antimicrobial activities

achieved.

Keywords: Propolis; Microencapsulation; Antioxidant Activity; Chitosan; Starch; Release
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Microparticulas de amido e prépolis

Microparticulas de amido com gelatina e propolis
Microparticulas de quitosano e prépolis

Microparticulas de quitosano com &cido citrico e prépolis
Microparticulas de quitosano com tripolifosfato e prépolis
Radical Scavenging Activity

Scanning Electron Microscopy

Tripolifosfato

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
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1. INTRODUCAO

A crescente preocupacdo com a saude, o aumento da consciéncia da populacéo para a importancia
da alimentacao saudavel e a sensibilizacdo para o perigo da contaminacdo dos alimentos, resulta
num aumento da exigéncia e da tendéncia dos consumidores para a aquisicdo de produtos
alimentares de qualidade, tanto a nivel de seguranca como a nivel de prazer e, de preferéncia, que

contribuam para um aumento de salde e bem-estar.

A industria alimentar tem entdo um papel fulcral nesta tematica, sendo essencial conseguir colocar no
mercado os produtos com qualidade e seguranca que satisfacam as necessidades dos
consumidores.

Apesar de existir ainda uma mentalidade um pouco fechada no que diz respeito aos aditivos
alimentares, alguns comecam ja a ser procurados nos alimentos como sinal de composicao benéfica
para a salude como é o caso dos compostos bioativos, nomeadamente, os antioxidantes. No entanto,
0 aumento do esclarecimento do consumidor acerca da restricdo de utilizacdo de alguns compostos
sintéticos, por suspeitas de toxicidade, na industria alimentar (das leis que restringem a aplicacéo de
solventes orgénicos na industria alimentar) permitiu a evolu¢do e aumento do interesse, por parte das
indUstrias alimentar e de bebidas, farmacéutica, cosmética e naturopata, de antioxidantes naturais

como substitutos dos sintéticos por todos os efeitos negativos que promovem na saude.

Os compostos antioxidantes apresentam um papel importante na salde do consumidor e a nivel
tecnolégico uma vez que, além de protegerem contra os radicais livres, permitem adiar ou mesmo
impedir fenbmenos de oxidacdo durante o processamento e armazenamento dos produtos. Com
recurso a estes compostos consegue-se melhorar a qualidade dos produtos alimentares e aumentar o

periodo de vida Util dos mesmos.

O proépolis, produto resultante da colheita e transformacdo de substancias da natureza,
nomeadamente de plantas, por parte das abelhas, € uma substancia com elevados teores de
compostos antioxidantes podendo ser uma forte aposta das indlstrias alimentar, farmacéutica e
cosmética. No entanto, a sua aplicacdo em alimentos € ainda limitada pois, além de néo ser soltvel
em 4gua, apresenta um sabor e aroma intensos e desagradaveis. Torna-se assim necessario estudar

metodologias que possam aliviar os referidos constrangimentos.

A microencapsulag¢do, metodologia que permite incorporar agentes ativos em matrizes alimentares,

pode ser uma via importante.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho diz respeito a viabilizacdo da incorporacao de prépolis em matrizes
alimentares de modo a aproveitar a sua capacidade antioxidante e antimicrobiana. Para cumprir o

objetivo proposto séo necessarios os seguintes objetivos especificos:
- Testar diversas matrizes encapsulantes;
- Analisar o grau de encapsulamento e a atividade antioxidante e teor de fendis dos encapsulados;

- Verificar o perfil de liberta¢@o da substéncia ativa nas diferentes matrizes em meio acido e em meio

neutro para a possivel adicao em formulacdes alimentares diferentes.
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3. ENQUADRAMENTO TEORICO

3.1 ANTIOXIDANTES

A alimentacéo saudavel diz respeito ndo s6 ao consumo equilibrado dos nutrientes necessarios para
0 bom funcionamento do organismo mas também a aquisicdo de alimentos com elevada qualidade e,

de preferéncia, sem aditivos nocivos para o organismo.

Os consumidores cada vez mais procuram alimentos sem aditivos de sintese, uma vez que sintético é
muitas vezes associado a pouco saudavel, o que contribui em larga escala para o estudo e

desenvolvimento de aditivos naturais que possam desempenhar fungdes idénticas as dos sintéticos.

Além destes fatores, o estilo de vida sedentario e pressionado pela tensdo do quotidiano tem
aumentado a preocupacdo dos consumidores com a saude e com a alimentacdo o que contribuiu
para o ganho de posicdo de um novo tipo de produtos no mercado, os alimentos funcionais, alimentos
enriquecidos com substancias, nomeadamente compostos bioativos, que irdo contribuir para a saude
e bom funcionamento do organismo. Uma das funcionalidades que se tem privilegiado é a atividade

antioxidante.

Os compostos antioxidantes desempenham um papel de defesa no organismo, prevenindo doengas
como problemas cardiovasculares, cancro e doencas neurodegenerativas, através da protecdo contra

radicais livres (substancias que reagem facilmente com o oxigénio) (Kaliora e Dedoussis, 2007).

Além da funcéo ao nivel da salde, os compostos antioxidantes representam também um papel muito
importante na qualidade e seguranca alimentar podendo tirar partido dos mesmos para a

conservacgdo e melhoria dos géneros alimenticios.

Segundo Halliwell (2001) os antioxidantes sdo substancias que, em determinadas concentracdes,

retardam ou inibem a oxidacdo de substratos oxidaveis presentes em géneros alimenticios.

Um bom exemplo de acdo dos antioxidantes € a prevencdo da oxidacao lipidica que causa a
deterioracdo dos alimentos, provocando cheiro e sabor a ranco, com consequente diminuicdo da
qualidade nutricional e destabilizacdo da seguranca dos alimentos devido a formagéo de compostos

potencialmente tdxicos (Chevolleau et al., 1992).

Uma das grandes preocupacdes da industria alimentar é precisamente a utilizacdo de aditivos em
produtos alimentares devido a possivel influéncia na saldde dos consumidores e por questdes
tecnoldgicas. A utilizacdo de aditivos impde uma avaliacdo toxicol6gica rigorosa, por entidades
internacionais como é o caso do comité conjunto da OMS (Organizacdo Mundial da Salde) e FAO
(Food and Agriculture Organization) e o Comité Cientifico de Alimentacdo Humana. Entre os aditivos

destacam-se 0s compostos antioxidantes cujo codigo Europeu € iniciado pela letra E.
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Algumas propriedades séo fundamentais para a obtencdo de um antioxidante de qualidade. O
antioxidante ndo pode apresentar qualquer toxicidade, ndo deve conferir aroma, sabor ou cor ao
alimento, deve ser efetivo em baixa concentracdo, resistir a altas temperaturas, ser de facil
incorporagdo e estar disponivel a um preco aceitavel. Na verdade, é dificil encontrar um antioxidante
que possua todas estas carateristicas sendo muito comum a realizagdo de sinergismos (Coppen,
1989).

Existem, atualmente, antioxidantes de sintese e antioxidantes naturais.

Antioxidantes naturais sdo aqueles que séo extraidos de tecidos de plantas e de animais ou que se

formam durante o processamento de produtos alimentares de origem vegetal ou animal.

Estes compostos encontram-se presentes em quase todas as plantas, tecidos animais e
microrganismos sendo na sua maioria compostos fenélicos sobretudo flavonéides, tocoferois e acidos
fendlicos. O baixo risco que apresentam para o consumidor tem suscitado uma grande investigacédo

de modo a conseguir melhorar e estabilizar a incorporacao em géneros alimenticios (Pereira, 2010).

Os fendis apresentam a facilidade de ceder um atomo de hidrogénio aos radicais, que permite assim
quebrar as reagbes de propagacdo da oxidagdo, sendo este o0 mecanismo de atividade antioxidante

dos mesmos. O radical fenélico que se forma é menos reativo e mais estavel.

Os antioxidantes reagem tanto com os radicais alquilo (Re) e alquilperoxido (ROO¢®), permitindo
interromper a cadeia de propagacgéo e inibir a geracdo de hidroperdxidos, como com os radicais
alcéxilo (RO, que se formam através da decomposi¢éo dos hidroperdxidos na presenca de metais,
com consequente diminuicdo da formacado de aldeidos por decomposicao dos mesmos (Pokorny et
al., 2005).

Os compostos antioxidantes tém a capacidade de captar radicais livres que se encontram presentes
na totalidade dos sistemas biolégicos. Estes radicais livres, por sua vez, oxidam proteinas, acidos
nucleicos, lipidos ou DNA, o que pode levar ao surgimento de doenc¢as degenerativas. Os compostos
antioxidantes, como é o caso dos polifendis, acidos fendlicos e flavonéides, vao entdo resgatar os
radicais livres inibindo assim o0s mecanismos de oxidagdo que iriam conduzir a doengas
degenerativas (Duarte, 2011). No caso dos alimentos, os antioxidantes, ao terem a capacidade de
inibir reacdes de oxidacdo promovem uma melhor conservacdo dos mesmos aumentando o tempo de

vida util.

Segundo Duarte (2011) os métodos mais utilizados para a investigacao da atividade antioxidante sdo
FRAP, ABTS, DPPH e ORAC.

O método FRAP (Ferric-Reducing Antioxidant Power) avalia a capacidade que os antioxidantes tém

para reduzir o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe"-TPZ) ao complexo ferroso (Fe'-TPZ) em

condicdes acidas (Frankel e Meyer, 2000; Sucupira et al., 2012).
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O método ABTS baseia-se na capacidade dos compostos antioxidantes para captar o radical 2,2-
azono-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfanato) (ABTS+). A grande critica a este método diz respeito ao

fato deste composto ndo ser encontrado em sistemas bioldgicos (Rodriguez-Amaya, 2010).

O método DPPH baseia-se na captacédo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil), encontrando-se
este radical disponivel no mercado. Além disso é um método pratico e estavel (Sucupira et al., 2012).
No entanto, também apresenta a desvantagem deste radical ndo possuir similaridades com os

radicais altamente reativos resultantes da peroxidagao lipidica (Frankel e Meyer, 2000).

O método ORAC (Oxygen Radical Absorvance) mede o resgate do radical livre perdxilo (ROO¢)
sendo este o radical livre mais abundante e o método considerado para os sistemas bioldgicos
(Frankel e Meyer, 2000).

Relativamente aos compostos fendlicos, a capacidade de resgate de radicais livres é o principal
motor de funcionamento dos mesmos tornando, deste modo, a correlacdo entre a atividade
antioxidante e o contetdo em polifendis bastante notavel sendo estes os componentes dos alimentos
que mais contribuem para a atividade antioxidante. Para a determinacdo dos polifendis totais,
normalmente, recorre-se ao método de Folin-Ciocalteu sendo este um dos métodos mais antigos
(Prior et al., 2005).
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3.2 PROPOLIS

3.2.1 Definicdo e Producgéo

O propolis, muitas vezes referido como cola de abelha, € um produto da colmeia resultante da recolha
e transformacdo, por intermédio de secrecdes salivares e enzimaticas por parte das abelhas, de
resinas que recobrem os rebentos de plantas como carvalhos, freixos e choupos e as cascas de
algumas plantas, nomeadamente, pinheiros, abetos e outras arvores do género Pinus (Sabatini e
Carpana, 2002).

A palavra propolis resultante das palavras gregas “pro” e “polis” que significam, respetivamente, em
defesa (na frente de) e cidade (Ghisalberti, 1979; Sabatini e Carpana, 2002) foi admitida por antigos
apicultores que verificaram que as abelhas se serviam desta substancia para fechar a entrada da sua

colmeia a outros insetos ou corpos estranhos.

A producédo da resina por parte das arvores serve de protecdo aos ataques de insetos e fungos pois
constitui um excelente filme impermeavel com propriedades antibacterianas e antifingicas. As
abelhas recolhem o prépolis, que é armazenado, de seguida, nas suas cestas de pélen localizadas
nas patas traseiras, sendo iniciada a sua transformacéo ao chegar a colmeia, onde € misturada com
cera e saliva das abelhas, onde atua a enzima 13-glicosidase promovendo a hidrélise de flavonéides

glicosilados que a torna mais maleavel (Pereira et al., 2002).

O interesse por parte das abelhas no prdpolis deve-se a diferentes beneficios que o mesmo acarreta.
Primeiramente, o propolis € um material de construcéo, isto é, que preenche fendas e outras falhas
na colmeia por onde podem entrar predadores. As suas propriedades antibacterianas permitem a
mumificacdo de intrusos mortos que sejam de grande porte, sendo dificil coloca-los fora da colmeia,
evitando a sua decomposicao e atracdo de germes (Bankova et al., 2002). Finalmente, em camada

fina, alisa as paredes e células que recebem os ovos da rainha (Sabatini e Carpana, 2002).

ApOs a colheita, por parte dos apicultores, o propolis é limpo e separado da cera através de um
aguecimento em agua a 70 °C. Segue-se depois a extracdo do propolis por alcool etilico que,

segundo Sabatini e Carpana (2002), consegue extrair os compostos ativos do propolis.

3.2.2 Propriedades fisicas e quimicas

O prépolis apresenta uma tonalidade variavel (entre 0 amarelo e o preto) e o seu odor é geralmente
agradavel no entanto, apresenta um sabor forte e ligeiramente amargo podendo mesmo irritar as
mucosas causando uma sensacao leve de anestesia local. O ponto de fusdo é aos 65-70°C, variando

consoante a origem (Sabatini e Carpana, 2002).
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Relativamente a solubilidade, o propolis é insolivel em &agua e parcialmente solivel em acetona,

alcool, amoniaco, cloroférmio, éter, benzeno, tricloroetileno (Sabatini e Carpana, 2002).

v Composicédo quimica

Segundo Sabatini e Carpana (2002), o prépolis, na sua composi¢cao, possui uma vasta gama de
compostos quimicos sendo, no entanto, variavel devido a fatores climaticos e botanicos. Também a
“raga” das abelhas que realizam a colheita e posterior transformacao influencia a sua composicdo. Os
principais constituintes sdo 06leos essenciais, flavondides, resinas, cera, sais minerais, agucares,

vitaminas, entre outros.

Segundo Mohammadzadeh et al. (2007), o propolis contém mais de 160 constituintes que

desempenham papéis muito importantes na salde humana principalmente no sistema imunoldgico.

Os 6leos essenciais, que variam de 0,5 a 5%, sdo formados essencialmente por terpenos e seus

derivados. Nestes 6leos encontram-se aldeidos aromaticos (vanilina, isovanilina, octanal, decanal e

aldeido cindmico) que conferem o cheiro forte carateristico do propolis. Os flavondides encontram-se
nos vacuolos das células epidérmicas de muitas plantas. A grande quantidade de componentes que
fazem parte desta familia pode ser dividida por 4 grupos sendo eles as flavonas, os dihidroflavondis,
as flavononas e os flavondis e sdo estes compostos 0s principais responsaveis pelas acdes anti-
inflamatéria, anti-trombdética, vaso-protetora, gastro-protetora, anti radicais livres e moduladora das
reacOes alérgicas. Os hidroxidcidos aromaticos, onde se encontram o acido benzéico e o &cido

ferdlico, contribuem para o efeito bacteriostético e bactericida. Os acidos alifaticos, dos quais fazem

parte o acido palmitico, estearico, oleico, entre outros, também estdo presentes em pequenas
quantidades no prépolis. As resinas integram cerca de 50% do propolis e séo originadas por
polimerizacéo e oxidagdo dos terpenos dos 6leos essenciais. As ceras, formadas por acidos gordos
de cadeia longa esterificados com &lcoois superiores, integram cerca de 30% do propolis. Na
preparacdo dos extratos este composto é eliminado pois ndo possui atividade biol6gica. No entanto,
cada apicultor utiliza a sua técnica de deceracao, que constitui um compromisso entre o afastamento
total do material inerte e o empobrecimento inevitdvel em principios ativos. O pélen corresponde a
cerca de 5% da massa do prépolis. Os sais _minerais (aluminio, ferro, calcio, manganésio, entre
outros) encontram-se presentes em baixas concentracdes. Os acucares também se encontram em
pequena quantidade sendo a sacarose, a frutose e a glucose os principais. O prépolis contém ainda
vitaminas (complexo B, C, A e E).

Os metais pesados podem facilmente contaminar o prépolis sendo importante fazer sempre uma
analise de modo a quantificar estes elementos. O limite do conteiGdo em chumbo estabelecido pela

Farmacopeia Oficial é de 3 mg/kg.
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A época em que é recolhido o propolis vai resultar numa composicdo diferente. Na Primavera
predominam as ceras enquanto no Outono ha uma grande prevaléncia de substancias resinosas
(Sabatini e Carpana, 2002).

A composicéo do prépolis é ainda fortemente influenciada pela regido dada a forte dependéncia da

vegetacao.

3.2.3 Propriedades bioativas

O prdépolis possui inimeras propriedades bioativas como € o caso da agdo antibacteriana, antiviral,
antioxidante, anti-inflamatéria, cicatrizante e anestésica. O elevado teor de compostos fendlicos
presentes no prépolis conduz a expetativa de que o extrato favorece uma acéo protetora contra os
radicais livres (Sforcin e Bankova, 2011). Os flavondides e outros fendis sdo os compostos ativos

mais importantes nesta area (Vennat et al., 1995).

Um dos beneficios mais notaveis do propolis no organismo é o aumento da sintese de anticorpos
bem como da atividade dos macréfagos. Deste modo, o sistema imunoldgico é estimulado e ocorre

um aumento de resisténcia do organismo a certas doencas (Burdock, 1998).

Nos dltimos tempos o prépolis tem ganho uma posi¢cdo importante na producdo de bebidas e
alimentos saudaveis devido ao seu espetro de propriedades bioldgicas, permitindo melhorar a sadde
e prevenir doengas como inflamacgdes, doengas cardiacas, diabetes e até mesmo cancro (Banskota
et al., 2000; Burdock, 1998).

A nivel tecnoldgico, a agdo antioxidante e antimicrobiana revela-se de muito interesse. No presente
estudo sdo estas as propriedades visadas pois contribuem para o aumento do periodo de vida Gtil dos

alimentos e qualidade dos mesmos.

v' Acéo antioxidante

Segundo Popeskovic et al. (1980) os flavondides e vérios fendlicos presentes no propolis mostraram
ser capazes de captar radicais livres protegendo, deste modo, os lipidos e outros compostos, como a

vitamina C, de serem oxidados e alterados.

Mohammadzadeh et al. (2007) estudaram a atividade antioxidante de diferentes amostras de propolis
para perceberem a influéncia do meio ambiente na mesma e concluiram que existia uma

dependéncia forte do ambiente por parte do propolis.

Como referido anteriormente, a composi¢cdo do prépolis varia consoante a regido uma vez que

depende da vegetacdo da area onde é coletada. As primeiras amostras de propolis de Portugal que
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foram analisadas pertenciam a Bornes e ao Fundao cujos resultados indicaram que as mesmas eram

uma importante fonte de fendis com propriedades antioxidantes (Moreira et al., 2008).

v' Acéo antimicrobiana

A atividade antimicrobiana é a carateristica mais apreciada no propolis atraindo os consumidores do
mesmo pela prevencdo de diversas doencas. No entanto, também em termos de conservacdo dos

alimentos é extremamente importante aumentando a seguranca aliada a qualidade dos mesmos.

A atividade antimicrobiana deve-se sobretudo aos flavondides galangina, pinocembrina e aos acidos
benzdico, ferdlico e cindmico. Também o 6leo essencial contribui para esta atividade devido ao seu
elevado poder antibacteriano embora se encontre em quantidade bastante inferior aos componentes

anteriormente referidos (Sabatini e Carpana, 2002).

No que diz respeito aos extratos, a atividade antimicrobiana vai depender de varios fatores como € o

caso da proveniéncia do produto, armazenamento e conservagédo e o modo de producado do extrato.

Véarios estudos demostraram que o0 extrato etandlico de prépolis inibe o crescimento de
Staphylococcus aureus (Gonsales et al., 2006; Lu et al., 2005; Muli e Maingi, 2007).

De acordo com Marghitas et al. (2010) ap6s um estudo intensivo acerca da atividade antimicrobiana
com amostras de diferentes zonas da Transilvania, os resultados obtidos demostraram uma
sensibilidade diferente para bactérias gram-positivas e gram-negativas. No caso de bactérias gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes), foi verificada uma forte
sensibilidade sobretudo com as amostras de prépolis de maior quantidade de polifendis. Por sua vez,
os resultados obtidos no estudo de bactérias gram-negativas foram muito diferentes. A bactéria
Escherichia coli demostrou alguma sensibilidade ao prépolis enquanto que no caso da Pseudomonas
aeruginosa nao foi verificada qualquer atividade antimicrobiana por parte do propolis, bactéria esta

também conhecida pela sua resisténcia a antibioticos.

3.2.4 Utilizacdo do prépolis

O inicio da utilizagédo do propolis por parte do Homem ja remete a um passado muito longinquo no
entanto, tem crescido imenso a investigacdo e o interesse pelo mesmo. Os primeiros fatos surgiram
na utilizagdo como anti-séptico por parte dos Gregos e Egipcios (Abd El Hady e Hegazi, 2002). Estes
Gltimos recorriam ao prépolis para embalsamar as suas muUmias e afastar possiveis parasitas
(Sabatini e Carpana, 2002).

Ja nos séculos XVIII e XIX, em Franca, se comegou a recorrer ao prépolis para o tratamento de

feridas mas foi sobretudo por volta de 1900 que ocorreu o foco maximo de atencdo para a sua
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utilizacdo devido as propriedades desinfetantes e cicatrizantes que apresentava (Sabatini e Carpana,
2002).

O propolis tornou-se uma alternativa a certos medicamentos e antibiéticos quimicos relacionando-se,
uma vez mais, as suas propriedades bioldgicas e terapéuticas com a composicao fendlica (Lahouel,
2004). Deste modo, as industrias aumentaram o interesse pelo desenvolvimento de produtos a base

de prépolis para o tratamento de diversos problemas como doencas de pele e variadas infecdes.

O crescente interesse cientifico tem sido suscitado pela sua vasta atividade biol6gica sendo também
notério o aumento do consumo deste produto (Sabatini e Carpana, 2002; Ghisalberti, 1979; Marcucci,
1995).

v" Produtos com prépolis existentes no mercado

Diversos sdo ja os produtos de prépolis que se encontram no mercado, entre eles, extratos alcodlicos

e aquosos, capsulas, cremes, geles, shampoos e rebucados (Figura 1 a, b, c, d).
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Figura 1: a) Extrato de propolis; b) Capsulas de propolis; c) Produtos de higiene; d) Rebucados de propolis

O recurso ao prépolis nas areas de medicina e cosmeética diz respeito a extratos de prépolis uma vez
que a hidrélise dos principios ativos, por parte das enzimas existentes no nosso corpo, é prolongada
e, portanto, uma anterior quebra mediante extracao facilita a assimilacdo. Além disso, os extratos sdo
mais faceis de trabalhar, contém os principios ativos de interesse e sdo a forma em que mais se

encontra o prépolis no mercado (Sabatini e Carpana, 2002).

Os solventes utilizados na extracdo sdo comummente alcoois, isto é, o metanol e o etanol, sendo
este Ultimo o mais utilizado podendo estar diluidos com diferentes percentagens de agua (Bankova et
al.,1992). Os processos utilizados para a extracdo sdo a maceracdo ou em alguns casos (com
metanol ou etanol a 96%) a Extracdo Soxhlet. A extrac@o assistida por ultrassom permite tornar o

processo mais rapido (Trusheva et al., 2007).

O extrato alcodlico é obtido deixando macerar o propolis em alcool etilico por periodos que podem

durar até 3 semanas, com agitacao periédica.
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3.3 MICROENCAPSULACAO

3.3.1 Definicéo e aplicacdes

A microencapsulagédo é a tecnologia através da qual gotas de liquido, particulas sélidas ou compostos
gasosos sdo aprisionados por um agente encapsulante. Algumas substancias séo totalmente
envolvidas pelo agente encapsulante ou fixadas/incorporadas numa matriz homogénea ou
heterogénea de modo a formar microcapsulas que também podem ser designadas por

microparticulas ou micro esférulas com diversas propriedades benéficas (Gosh, 2006).

Segundo Duarte (2011), a microcpsula é referida por diferentes autores de forma diversificada. Entre
as diferentes designhacdes destaca-se o invélucro, a membrana, a parede, o revestimento, a matriz ou
ainda o0 agente encapsulante. Ja o conteldo protegido encontra-se como recheio, carga, agente ativo,
composto ativo ou “core”. O material encapsulado pode ser encontrado distribuido ou incrustado
numa matriz mais ou menos continua do agente encapsulante ou ainda fazer parte de um complexo

molecular.

E possivel a producdo de microcapsulas com matrizes simples ou compostas e uma ou Varias

substancias ativas (Desai e Park, 2005).

Esta técnica evita interacdes entre o composto ativo e os componentes dos alimentos e ainda
reacBes quimicas que podem levar a deterioracdo do composto ativo com resultados indesejaveis ao

nivel do sabor, odor ou ainda efeitos nocivos para a saude (Sanguansri e Augustin, 2010).

A microencapsulacdo permite assim uma barreira fisica entre o composto do nucleo e outras

substancias presentes no produto.

Pode recorrer-se a encapsulacao por trés razdes: protecdo dos ingredientes, melhoria dos produtos
alimentares e simplificacdo do processo de fabrico (Versic, 1988; Brazel, 1999; Clark, 2002;
Varadachari, 2002). Na tabela 1 encontram-se as principais finalidades da utilizacdo da

microencapsulacéo do ingrediente ativo.
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Tabela 1: Principais finalidades de encapsulamento na industria alimentar

Motivo de Encapsulacéo Finalidade ‘

v" Proteger nutrientes importantes ou
instaveis;
Protecdo dos ingredientes v' Libertar de forma controlada durante o
processamento e armazenamento;

v" Reter compostos volateis.

v' Preservar o valor nutricional ou
aromas de forma a prolongar o prazo
de validade;

Melhoria dos produtos alimentares v' Dissimular aromas ou cores de
determinados ingredientes;

v" Melhorar a sensagdo na boca

associada a textura.

v' Facilitar operacdes de limpeza
v/ Permitir a incorporagdo de aditivos em
pontos especificos dos processos de
Simplificacdo do processo de fabrico fabrico sem necessidade de novas
linhas de alimentacdo ou novas

operagoes.

O tamanho e a estrutura das microcapsulas dependem, além dos materiais utilizados, do processo de
producdo. No entanto, sdo geralmente pequenas esferas com didmetros num intervalo de valores

entre poucos micrometros (1-1000 pm) e poucos milimetros (He et al., 1999; Versic, 1998).

O componente a ser encapsulado normalmente encontra-se no ndcleo da capsula envolvido pelo
agente encapsulante ou disperso numa matriz contendo o agente encapsulante. As microcapsulas
podem ainda ter mais do que um agente encapsulante construindo diferentes paredes com diferentes
propriedades quimicas e fisicas (Gosh, 2006). A escolha do agente encapsulante e do processo de

encapsulacao sao interpedendentes (Desai e Park, 2005).
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3.3.2 Requisitos gerais na realizacdo da microencapsulacéao

Para a realizacdo da microencapsulagéo é fulcral o conhecimento de: 1- composto ativo; 2- matrizes
apropriadas para a encapsulacéo; 3- interacdes entre 0 composto ativo, a matriz e o ambiente; 4-
processo de encapsulamento; 5- estabilidade do composto microencapsulado ndo s6 em
armazenamento mas também quando incorporado no alimento; 6- os mecanismos de libertacdo

controlada do composto ativo (Sanguansri e Augustin, 2010).

De acordo com de Vos et al. (2008), a estrutura molecular do composto ativo € normalmente
conhecida mas a forma como este interage com o alimento, o destino ap6s consumo, o local de acéo
no caso de ser um bioativo e a sua funcdo no organismo depois de consumido podem néo estar

esclarecidos.

A escolha do agente encapsulante influencia bastante a eficiéncia da microencapsulacdo e a
estabilidade das microcapsulas. Os critérios utilizados para a escolha do mesmo séo baseados nas
propriedades fisico-quimicas da substdncia a encapsular e do agente encapsulante, na
compatibilidade entre ambos e nos fatores econdémicos e de processamento (Azeredo, 2005; Freiberg
e Zhu, 2004; Gharsallaoui et al., 2007). O tamanho das microcapsulas também pode ser um critério
utilizado (Gosh, 2006).

A escolha do material de encapsulamento segundo a aplicagdo pretendida é muito importante. Nesta
area deve ser considerada a toxicidade, a eficiéncia de encapsulacdo, a estabilidade, o grau de
protecdo do material do nudcleo, as propriedades microscopicas da superficie das microparticulas,
entre outros. Dependendo do material do nlcleo e das carateristicas pretendidas no produto final, o
material da parede pode ser selecionado de uma vasta gama de polimeros naturais ou sintéticos
(Azeredo, 2005; Gharsallaoui et al., 2007).

A fonte dos biopolimeros utilizados na microencapsulacdo de ingredientes alimentares € variada.
Como exemplos podem ser referidos polissacaridos como o amido, quitosano, maltodextrinas e
dextrose, gomas como goma arabica, goma acécia, alginatos, carragenina e proteinas como

proteinas de leite ou gelatina (Gharsallaoui et al., 2007; Gouin, 2004).

Essencialmente, as matrizes devem proteger os compostos ativos da luz, oxidacdo, humidade e de
outras substancias, mascarar sabores e aromas, controlar o tempo de libertagdo dos compostos
ativos, impossibilitar a saida de constituintes volateis, facilitar o manuseamento e introducdo das

microesferas na producao de alimentos.

Segundo Pegg e Shahidi (1999) e Desai e Park (2005) para uma boa eficiéncia do encapsulamento a

matriz devera possuir 0s seguintes atributos:

+ Baixa viscosidade a elevadas concentragdes facilitando deste modo a técnica de

encapsulamento;
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+ Boa capacidade para dispersar e emulsionar as particulas e para estabilizar a emulséo
gerada;

+ Na&o reagir com as particulas a encapsular;

+ Aptidao para selar e suportar as particulas na sua estrutura durante todo o processo de
encapsulamento e durante o armazenamento;

+ Aptiddo para a libertagdo do solvente utilizado durante o encapsulamento bem como outras
substancias extra;

+ Conseguir proteger ao maximo o encapsulado contra condi¢des exteriores;

+ Ser soluvel em solventes utilizados pela indulstria alimentar como é o caso da agua e do
etanol;

+ Ser portadora de qualidade alimentar e apresentar baixo custo.

Os materiais utilizados devem ainda ser formadores de filme, flexiveis, inodoros, insipidos e nédo
higroscdpicos. Outras propriedades podem apresentar relevancia, estando, no entanto, dependentes
da substancia ativa e da incorporac¢éo no produto alimentar, como € o caso de exibir temperaturas de
transicdo de fase, como a fusdo ou a gelificacdo, apropriadas. Na formulacdo podem ainda ser
adicionados alguns aditivos como emulsionantes, plastificantes ou anti-espumas permitindo melhorar

as propriedades do produto final (Sanguansri e Augustin, 2010).

3.3.3 Técnicas de microencapsulacéao

Existem diversas técnicas de microencapsulagdo que variam nas adaptagbes e especificidades,
baseando-se a sua escolha no tipo da microcapsula pretendida (tamanho e aplicagbes), nas
propriedades fisicas e quimicas do composto a encapsular e do agente encapsulante, nos

mecanismos de libertacédo e na escala de producéo (de Vos et al., 2010; Santos, 2005).

Ao nivel da indUstria alimentar podem ser salientados alguns métodos utilizados, encontrando-se os

mais recorrentes na tabela 2 bem como as suas aplicacdes.
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Tabela 2: Alguns métodos utilizados no encapsulamento de produtos alimentares (Adaptado de:
Duarte(2011))

Método

de encapsulamento Aplicacbes

Atomizagao (“Spray- Produtos de confeitaria, leite em p6, sobremesas

drying”) instantaneas, produtos aromaticos, bebidas instantaneas

Coacervacao Pastilhas elasticas, pasta de dentes, alimentos
processados termicamente

Leito fluidizado Pratos preparados, produtos de confeitaria

“Spray
Pratos preparados, gelados

cooling/chilling”

Extrusao Bebidas instanténeas, produtos de confeitaria, chas

Inclusdo Molecular Produtos de confeitaria, bebidas instantaneas, snacks
extrudidos

Os processos referidos anteriormente podem ser englobados em dois grandes grupos, processos
mecanicos (atomizagao, “spray cooling/chilling”, leito fluidizado e extrusdo) ou processos quimicos

(coacervacéo e inclusédo molecular) (Duarte, 2011).

O spray-drying também designado por técnica de atomizacdo ou secagem por atomizagdo &, no
entanto, a escolha mais frequente devido ao seu baixo custo aliado a sua eficiéncia (Pu et al., 2011,
Rattes e Oliveira, 2007; Schafroth et al., 2011; de Vos et al., 2010). Também a disponibilidade do
equipamento no mercado (Ribeiro, 2007), a retencéo eficaz de compostos volateis e a estabilidade
adequada dos materiais encapsulados (Reineccius, 1988; Desobry e Debeaufort, 2011) constituem

importantes vantagens desta técnica. Este método tem sido utilizado com sucesso na industria
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alimentar sendo um dos processos de microencapsulacdo mais antigos, para preparar 0s primeiros

sabores encapsulados (Gouin, 2004).

3.3.3.1 Microencapsulagédo por atomizagéo (spray-drying)

A técnica de spray-drying é utilizada desde os anos 50 na industria alimentar. Inicialmente era
aplicada para proteger sabores da degradagdo ou oxidacdo e para secar suspensdes solidas.
Presentemente, também se aplica a compostos bioativos e probiéticos (Gouin, 2004; Pu et al., 2011).

O Processo de spray-drying é de custo relativamente reduzido, rapido e facil de reproduzir, quando
comparado com outras tecnologias utilizadas na microencapsulagdo, explicando assim a preferéncia
desta técnica a nivel industrial (Pu et al., 2011; Rattes e Oliveira, 2007; Schafroth et al., 2011; de Vos
et al.,, 2010). Além de ser um processo flexivel, pois oferece variagbes substanciais na matriz de
microencapsulacdo, é ainda adaptavel a equipamentos comuns e produz particulas de elevada
qualidade. Ao nivel da indastria alimentar a maioria das formulag@es utilizadas no processo de spray-

drying sédo aquosas (Desai e Park, 2005).

O spray-drying é uma operac¢do unitaria na qual um produto liquido é atomizado em ar quente para
instantaneamente produzir um po, as microcapsulas. O liquido utilizado na alimentagéo pode ser uma
solucdo, uma suspensdo ou uma emulsdo (Gharsallaoui et al., 2007). As etapas principais que

decorrem no processo de spray-drying encontram-se esquematizadas na figura 2.

»Material que se destina a servir de matriz encapsulante
Formac&o de | *Composto ativo a encapsular
uma solucéo,

suspens&o ou J
emulsao

*Dentro da cdmara de secagem através da circulacdo de ar seco e quente
Nebulizacdo
da solucéo,

suspenséo ou J

emulséo

*Presente nas goticulas da suspensao/emulsao

Evaporacéo
da agua /

Retencédo da substancia ativa na
matriz encapsulante

. /

,__________
SS—

Figura 2: Processo de spray-drying (Etapas principais)
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De um modo mais pormenorizado, a suspensdo ou emulsdo, previamente formulada, € bombeada
para a camara de atomizacdo onde se transforma num aerossol de finas goticulas que, quando
entram em contato com o ar quente gerado no interior da camara de secagem, perdem agua levando
a solidificacdo do material e, consequentemente, ao aprisionamento da substancia que se pretende

proteger (Tuley, 1996).

Na industria alimentar podem ser encontrados diferentes tipos de atomizadores devido a sua forma,

dimensé&o e geometria (Reineccius, 1988).

Alguns exemplos de atomizadores sdo entdo: atomizadores pneumaticos; injetor com presséo; disco
giratério; injetor fluido e injetor sonico. As goticulas formadas s&o t&o menores quanto maior o
aumento de energia fornecida ao atomizador. Para a mesma energia o tamanho das particulas
aumenta com o0 aumento da taxa de alimentacdo que corresponde a solugdo com agente
encapsulante e composto para encapsular. Também o aumento da viscosidade e da tensao
superficial no liquido de alimentacdo promovem um aumento da dimensdo das particulas
(Gharsallaoui et al., 2007).

O ar quente na entrada atinge uma temperatura entre os 150 e 220°C ocorrendo rapidamente a
evaporacao. Seguidamente, a temperatura diminui para um intervalo de temperaturas entre 50 e 80°C
(Azeredo, 2005; Gharsallaoui et al., 2007; de Vos et al., 2010). O tempo de exposicdo das
microparticulas a elevadas temperaturas é curto (segundos), ndo ultrapassando os 100°C no nucleo

das mesmas (Azeredo, 2005).

As particulas produzidas podem ser um pé muito fino (10-15 pum) ou particulas maiores (2-3 mm) que
dependem tanto do material de alimentacdo como das condicbes de operacdo (Gharsallaoui et al.,
2007; de Vos et al.,, 2010). Posteriormente a sua producdo, estas particulas sdo separadas num
ciclone (de Vos et al., 2010).

As microcapsulas resultantes do processo de spray-drying sdo normalmente tipo matriz, onde a
substancia que se quer encapsular se encontra distribuida no agente encapsulante, sendo os
mecanismos de libertacdo normalmente controlados por acdo de solventes ou por difusdo (Azeredo,
2005).

As condi¢cdes do spray-drying deverdo ser optimizadas de forma a obter uma boa eficiéncia de

microencapsulacéo.

Apesar da aplicabilidade vantajosa deste processo de atomizacdo existem alguns inconvenientes e
restricdes de utilizacdo uma vez que se torna menos apropriado em alguns caso como, por exemplo,
em produtos termossensiveis devido a utilizacdo de temperaturas elevadas com producdo de
particulas muito pequenas (10-100 um de diametro) que necessitam por vezes de sofrer aglomeracéo
(Desobry e Debeaufort, 2011). A permeabilidade que as matrizes encapsulantes apresentam pode
ainda originar fendmenos de oxidacdo com perdas de componentes volateis e estabilidade durante o

periodo de armazenamento, diminuindo consequentemente o periodo de vida util (Reineccius, 1988).
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O principio do encapsulamento por atomizagao ou spray-drying € o proposto por Rulkens e Thijssen
em 1967, especificamente a “teoria de difusdo seletiva”. Os compostos do aroma, na generalidade,
sdo muito volateis e, como tal, poderd ndo ser muito adequado o encapsulamento com recurso a
temperaturas altas como as utilizadas durante a secagem por atomizagdo (Ribeiro, 2007). No
entanto, durante o processo no minimo 90% da agua, componente maioritario na mistura de
alimentacéo, é vaporizada e os componentes mais volateis da mistura séo retidos quase totalmente

desde que a secagem seja realizada nas condi¢des 6timas (Reineccius, 1988).

Este fendbmeno pode ser esclarecido pela formacdo de uma camada externa controlada devido a
rapida desidratacdo da matriz encapsulante, nos primeiros estagios de secagem, quando em contato
com o ar quente. No momento em que os niveis de humidade alcancam valores entre 23 e 7% a
camada externa torna-se impermeavel aos compostos do aroma continuando, ainda assim,
razoavelmente permeével as moléculas de 4gua devido a sua menor dimensédo (Reineccius, 1988).
Deste modo, pode-se afirmar que a camada representa uma membrana semipermeavel que retém
eficazmente as moléculas dos aromas (o0 reduzido coeficiente de difusdo destas ndo permite o
movimento através da matriz seca e, consequentemente, nao conseguem atingir a superficie para ai

se vaporizarem) e admite a perda continua de dgua por difusdo (Ribeiro, 2007).

O teor de sélidos, a viscosidade e a temperatura do material na alimentagdo do atomizador, a massa
molecular, a concentragdo e a pressdo de vapor dos compostos, o tipo e massa molecular do agente
encapsulante, a velocidade do ar de secagem, temperaturas de entrada e saida do ar, humidade do
ar a entrada e dimensao da esférula atomizada sdo os parametros que maior influéncia tém na

retencdo dos constituintes do aroma (Reineccius, 1998).

Uma parte do material a encapsular pode permanecer a superficie das particulas e néo retido dentro
das mesmas, designando-se por material ativo de superficie e pode acarretar alguns problemas de

estabilidade como é o caso de se tornar um alvo para reagfes de degradacéo (Ribeiro, 2007).

3.3.3.2 Microencapsulacao por spray-drying com guitosano

O crescente aumento de interesse pelo quitosano, produto natural, deve-se as propriedades
intrinsecas que lhe estdo associadas como € o caso da biocompatibilidade e biodegradabilidade
(Aranaz et al., 2009);

Ao nivel da indUstria alimentar o quitosano oferece propriedades interessantes, como é o caso do
poder antioxidante e antimicrobiano (Aranaz et al., 2009), apresentando ainda uma gama extensa de
aplicacBes Unicas onde se inclui a conservacdo dos alimentos (Kanatt et al., 2008), formacdo de
filmes biodegradaveis (Singh e Ray, 1998) e de microcapsulas (Azeredo, 2005; Champagne e Fustier,
2007).
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O quitosano é um polimero policationico obtido pela desacetilacdo alcalina da quitina (N-
acetylglucosamine). A quitina é o segundo polimero natural mais abundante, sendo o primeiro a
celulose, e encontra-se na estrutura de um grande ndamero de invertebrados como é o caso dos

crustaceos, exoesqueleto de insetos, cuticulas, entre outros (Kumar, 2000).

Em relacdo a sua solubilidade, o quitosano apenas é sollvel em solucbes acidas devido a sua
estrutura cristalina rigida e a desacetilacdo. No entanto, esta estrutura pode ser modificada para
formar quitosano solGvel em agua que é facilmente soltvel em solu¢des aquosas neutras (Sashiwa et
al., 2002; Zhang et al., 2010).

O fato de ser um polissacéarido biocompativel, biodegradavel e de baixa toxicidade torna-o apelativo
para o desenvolvimento de microesferas em sistemas de libertacdo controlada (He et al., 1999).

Uma carateristica importante do quitosano para a libertagdo controlada de substancias é a
biodegradabilidade que o mesmo apresenta. Segundo Estevinho et al. (2013), a biodegradabilidade
diminui com a diminuicdo do grau de desacetilagdo. No entanto, uma distribuicdo uniforme dos

grupos acetilados também contribui para a reducéo da biodegradabilidade (Aranaz et al., 2009).

As microparticulas de quitosano ndo sO protegem a substancia ativa da degradacdo mas permitem
ainda aumentar a sua absorcao e biodisponibilidade (Wang et al., 2006). Estas esferas apresentam
boa esfericidade, distribuicdo uniforme de tamanho de particulas e uma morfologia de superficie lisa

mas distorcida sobretudo nas microesferas néo reticuladas (He et al., 1999).

Outra importante carateristica do quitosano consiste na possibilidade de estabelecer ligacdes
covalentes ou ib6nicas com agentes de reticulacdo permitindo a retencdo da substancia ativa
(Estevinho et al., 2013). O quitosano pode, com a sua carga positiva, reagir com compostos poli-
anionicos com consequente formacdo de complexos poli-eletroliticos onde sao facilmente
incorporadas substancias ativas (Berger et al., 2004; Boonsongrit et al., 2006; Gupta e Jabrail, 2006).
Agentes de reticulagdo utilizados nesta situacdo séo por exemplo o tripolifosfato, o citrato, o sulfato e
o fosfato (Shu e Zhu, 2002a, 2002b).

Microsferas de quitosano sem reticulacdo ndo podem ser mantidas suspensas em agua devido ao
intumescimento e dissolugdo. A adicdo de agentes de reticulagdo permite entdo estabilizar as

microsferas de quitosano (Estevinho et al., 2013; He et al., 1999)

A quantidade de agente reticulante influencia diretamente o tamanho das particulas pois com uma

menor quantidade sdo formadas esférulas maiores (He et al., 1999).

Segundo Vehring et al. (2007) tanto as condi¢cdes de secagem como a viscosidade da solucao de
quitosano representam algum efeito na morfologia das particulas devido a sua influéncia na taxa de

evaporacao do solvente ou na taxa de difuséo do soluto no decorrer do processo de spray-drying.
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A temperatura utilizada no spray-drier a entrada exerce pouca influéncia nas carateristicas das
particulas, nomeadamente, no tamanho. No entanto, a taxa de fluxo de ar influencia bastante o
tamanho das particulas sendo maiores com menores fluxos de ar. Também a bomba e a largura do
bocal de entrada do produto séo relevantes uma vez que se formam maiores particulas com um

bombeamento mais rapido e com uma largura maior da abertura (He et al., 1999).

O armazenamento das particulas influencia ainda grandemente a sua morfologia. As particulas de
guitosano, logo apés o processo de spray-drying, apresentam forma esférica ocorrendo com o passar

do tempo algumas modificacdes (Liu et al., 2011).

Relativamente ao quitosano, este influencia as microparticulas em tamanho, forma, tempo de
libertacdo e eficiéncia do processo de spray-drying devido as suas propriedades (Aranaz et al., 2009;
Lorenzo-Lamosa et al., 1998; Rege et al., 2003). Por exemplo, 0 aumento da massa molecular do
guitosano provoca um aumento da viscosidade da solucdo, o que torna o processo mais dificil e

promove particulas mais irregulares (Lorenzo-Lamosa et al., 1998).

Também Liu et al. (2011) afirmam que a viscosidade da solugcdo de quitosano aumenta com a
concentracdo uma vez que a mesma se traduz num acréscimo de emaranhamento intermolecular
devido a menor liberdade de movimentos das diferentes cadeias moleculares. Uma maior
concentracao produz particulas maiores, sendo possivel ajustar o tamanho das particulas com um
ajuste na concentracdo de quitosano. No entanto, de acordo com Oliveira et al. (2005), solucdes de
concentracdo superior a 2,5% de quitosano sdo demasiado viscosas o que impede a formacéo de

gotas de morfologia e tamanho controlado.

Os parametros do spray-drying que devem ser optimizados sdo a taxa de entrada de ar, taxa de
alimentacéo do liquido, a temperatura do ar a entrada e a temperatura do ar a saida. O contetdo de
sélidos na solugcao bem como a viscosidade devem também ser considerados para a optimizagédo do
processo. Elevados teores de solidos dificultam o processo de spray-drying no entanto, baixos
valores de sélidos aumentam o consumo de energia para evaporar a agua sendo a optimizacao

importante (Gharsallaoui et al., 2007)

Pode-se afirmar que as melhores condicdes de spray-drying sdo um compromisso entre a
temperatura elevada do ar, o elevado contetdo de sélidos na solugdo e a facil secagem sem resultar

expansédo e quebra nas particulas (Gharsallaoui et al., 2007; Gouin, 2004).

A morfologia superficial das microesferas de quitosano produzidas em spray-dryer é bastante
influenciada pelo agente de reticulagdo. Quanto maior o aumento da concentracdo deste Gltimo maior

sera a rugosidade da superficie das microesferas (Estevinho et al., 2013).

De acordo com Estevinho et al. (2013), a combinacéo quitosano e tripolifosfato (TPF) é 10 vezes mais

forte que qualquer outra ligacéo estabelecida entre o quitosano e outro agente de reticulacao.
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A solucdo de quitosano normalmente é preparada numa concentracdo de 1% em acido acético e a

solucao de TPF a uma concentracao inferior a 4% (Estevinho et al., 2013).

3.3.3.3 Microencapsulacao por spray-drying com amido

O amido é um polimero natural abundante na natureza podendo ser extraido de diversas fontes como
tubérculos e cereais onde constitui o principal polissacarido destas fontes vegetais. Na forma nativa, o
amido apresenta-se na forma de granulos insollveis com carateristicas diferentes consoante a sua
origem (Duarte, 2006).

Da constituicdo do amido fazem parte principalmente duas fracdes, a amilose e a amilopectina, sendo
a sua proporcao varidvel consoante a fonte mas, geralmente, encontram-se numa razdo de 25% de
amilose e 75% de amilopectina. Contém ainda uma frag&o residual de lipidos, proteinas e minerais
(Duarte, 2006).

De acordo com Pegg e Shahidi (1999), a amilose produz filmes fortes e flexiveis devido a ter uma
cadeia linear longa, contrariamente a amilopectina que € muito ramificada mas contribui para a

estabilidade e transparéncia dos géis produzidos.

A sua vasta aplicabilidade bem como o baixo custo associado e a qualidade nutricional que apresenta
tornam este polimero aplicavel nas diversas areas industriais, entre elas, a indUstria alimentar e

farmacéutica (Duarte, 2006).

O amido mais comummente utilizado em encapsulacdo é o amido modificado, de diferentes fontes
naturais, originando capsulas de paredes continuas lisas. No entanto, pequenos granulos de amido
quando submetidos ao processo de spray-drying formam agregados esféricos porosos com potencial
de encapsulacdo ndo necessitando de qualquer modificacdo. (Zhao e Whistler, 1994; Trindade e
Grosso, 2000; Tari et al., 2003; Ribeiro, 2007). Estes agregados, esférulas, sdo obtidos por
atomizacdo de suspensdes aquosas de amido sendo um recurso viavel como matriz encapsulante

para a industria alimentar (Ribeiro, 2007).

Zhao e Whistler (1994) quando presenciaram a formacdo dos agregados de amido na
microencapsulacdo compararam com bolas de pipocas que transportam os ingredientes alimentares

nos espacos abertos da estrutura porosa.

Um fator importante a ter em conta nesta aplicacdo de amido como matriz encapsulante é a
realizacdo da secagem numa gama de temperaturas com as quais nao ocorra gelatinizacdo do
amido. Ribeiro (2007) concluiu ainda que o processo de atomizacédo aplicado em suspensfes de
amido de arroz com uma temperatura do ar de secagem de 120°C produz esférulas com

carateristicas desejaveis sem necessidade de adi¢do de adjuvantes.
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De acordo com Ribeiro (2007) e Beirdo-da-Costa et al. (2012) é possivel formar esférulas de amido
mesmo na auséncia de agentes de ligacdo, no entanto, a presenca de gelatina origina diferencas nas
estruturas formadas. As diferencas sao observadas tanto ao nivel da distribuicdo do tamanho das

particulas (menores) como na cristalinidade das estruturas secas.

Mais importante ainda é o impacto na porosidade interna das estruturas em que se observa que o
maior volume de vazio interno acompanha concentracdes mais elevadas na suspenséo inicial de

ambos os constituintes da matriz (amido e gelatina) (Beirdo-da-Costa et al., 2012).

Beirdo-da-Costa et al. (2012) salientam ainda que a gelatina alia o seu papel de ligagdo a um papel
de estruturacdo afetando o tamanho das particulas, a cristalinidade e o volume de vazio interno das
estruturas resultantes do processo. Também o volume dos poros e a distribuicdo do tamanho de
poro, na estrutura porosa, afetam, provavelmente, a aptidao para a retencdo do material do nicleo e
0 grau de protecdo do mesmo, ndo esquecendo que a geometria dos poros formados pode influenciar

a libertacdo do composto encapsulado.

3.3.4 Microencapsulacéo de proépolis

Bruschi et al. (2003) produziram microparticulas de prépolis por spray-drying utilizando manitol numa
das formulagdes. As microparticulas mantiveram a atividade do propolis contra Staphylococcus
aureus, no entanto, as microparticulas das diferentes formulagBes apresentaram carateristicas
morfolégicas distintas. Concluiram ainda que estas microparticulas ndo tinham um sabor téo

desagradavel nem um odor tao intenso.

Nori et al. (2011) promoveram a microencapsulacdo do extrato etandlico de prépolis através da
técnica de coacervacao e verificaram que as microparticulas mantinham a atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus, bem como a atividade antioxidante sem a presenca de alcool o que as

tornaria interessantes para a aplicacdo em libertacdo controlada em alimentos.
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3.4 LIBERTACAO CONTROLADA

A libertacdo controlada consiste no processo de libertacdo de um ou mais agentes ativos a uma
velocidade previamente definida, geralmente, num periodo de tempo prolongado apds a sua

aplicacdo (Fernandes, 2013).

Os mecanismos de libertacdo dependem do tipo de agente encapsulante utilizado, o método de
preparacdo e o ambiente no qual a libertacdo ocorre. Os processos mais comuns de libertacdo
controlada sé@o a degradacéao, a difusdo, o intumescimento por absor¢cdo de solvente e a osmose

(Pothakamury e Barbosa-Canovas, 1995).

Segundo Fernandes (2013), os sistemas de difusdo sdo os de maior ocorréncia. Neste sistema ocorre
a difusdo do composto ativo através da matriz seguindo-se a dissolugdo no meio envolvente. A
libertagdo por inchamento (intumescimento) ocorre quando a 4gua entra na matriz tornando esta mais
flexivel permitindo a libertacdo das moléculas de principio ativo, dependendo do material polimérico.
A osmose e o inchamento estdo ligados uma vez que a osmose € a passagem de agua do meio de
menor concentragdo para o meio de maior concentra¢cdo que leva a um inchamento. Também a
degradacdo da matriz promove a libertagdo do composto ativo. A ocorréncia deste fenédmeno &,

geralmente, resultante da hidrélise das cadeias do polimero.

O encapsulamento de uma substancia a incluir num género alimenticio, como é o caso de um
nutriente ou aroma, pode impedir a difusdo do mesmo durante o processamento e/ou potenciar a

libertacdo durante o consumo.

Por outro lado, um aditivo pode sofrer libertacdo durante uma etapa do processamento e estar
protegido nas etapas seguintes (exemplo: acidos, agentes levedantes, agentes de ligagbes cruzadas)
(Duarte, 2006).

Os fatores que controlam a retencdo e libertagdo das substancias ativas sdo principalmente a
volatilidade dos seus componentes, sendo este de cariz termodindmico, e a resisténcia a

transferéncia de massa, fator cinético (de Roos, 2006).

Segundo Pothakamury e Barbosa-Canovas (1995), os beneficios resultantes da ocorréncia de
libertacdo controlada s&do os seguintes: prolongamento do periodo de tempo de libertacdo dos
compostos ativos; durante o processamento e cozedura podem ser evitadas ou pelo menos
diminuidas as perdas de ingredientes importantes como é o caso de vitaminas e minerais; as

substancias reativas ou incompativeis podem ser separadas.

Segundo Desobry e Debeaufort (2011), os fatores que mais afetam a migracdo das substancias
ativas sdo: a concentracdo do composto encapsulado, a massa molecular, a solubilidade, a

difusividade, o coeficiente de particdo entre o polimero e o alimento, o polimero e a composi¢cédo do
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alimento, a temperatura, 0 tempo e a estrutura, ou seja, densidade, cristalinidade e cadeias

ramificadas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

Durante o desenvolvimento experimental foram utilizados trés materiais principais, sendo eles:

- Extrato etandlico de propolis a 10% (Propex gotas);
- Quitosano, grau de desacetilacdo > 85%, GoldenShell Chemical, China;

- Amido de arroz, Remy.

4.2 Métodos analiticos

4.2.1 Determinacédo dos fendlicos totais do extrato de prépolis

Para a realizacdo da andlise aos fendlicos totais foi efetuada uma diluicdo do extrato etandlico de
propolis prefazendo o volume com etanol. A solugéo obtida continha uma concentragéo de 6,15g de

propolis/L solugéo.

A medicdo de fendlicos totais foi realizada tendo como base o método Ribéreau-Gayon (1970), que
se baseia na medi¢éo da absorvancia a um comprimento de onda de 280 nm. No presente estudo foi

utilizado um espetrofotometro UNICAM, UV/Vis Spectrometer- UV4.

Foi realizada uma curva de calibragdo com o &cido gélico (Sigma Aldrich), cujas concentragfes

utilizadas foram: 5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L. A curva encontra-se apresentada na figura 3.

1
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y =0,0448x + 0,0193
IS R2 =0,9995
c 0,6
o
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N
©
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Conc. acido galico (mg/L)

Figura 3: Curva de calibracéo para a quantificacéo dos fendlicos totais (expressos em equivalentes de acido galico).
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De seguida procedeu-se a medicdo da absorvancia de varias solugGes de propolis, obtidas por
diluicdo da solucdo de concentracdo de 6,15¢g/L, para obter valores de absorvancia contidos na curva

de calibracéao.

O teor de fendlicos totais do extrato de prépolis foi expresso em Equivalentes de Acido Galico

(EAG)/massa de propolis.

4.2.2 Determinacdo da atividade antioxidante do extrato de propolis

Para a avaliacdo da atividade antioxidante foi também necessario diluir a solu¢do de extrato etandlico
de prépolis original. Para isso, transferiu-se 0,694 g de extrato para um baléo volumétrico de 100 mL,
prefazendo o volume com etanol (Fisher Chemicals). Assim, a solu¢éo de trabalho apresentava uma

concentracao de propolis de 6,94 g/L.

A atividade antioxidante do extrato etandlico de prépolis foi determinada recorrendo a 2 métodos
distintos, DPPH e FRAP.

Método DPPH

O método DPPH baseia-se na captura por parte dos antioxidantes do radical livre DPPH (2,2-difenil-
1-picril-hidrazil), reduzindo-o e promovendo, consequentemente, um decréscimo da absorvancia a
517nm. A estabilizagdo do DPPH+ ocorre com a passagem de violeta escuro para um tom violeta

claro até amarelo (Rufino et al., 2006).

O radical DPPH apresenta uma coloracao violeta em solugdo de metanol que ao ser colocado em
contato com a amostra é consumido de acordo com o poder antioxidante que a mesma apresenta,
passando, gradualmente, para uma tonalidade amarela. Quanto maior for a quantidade de radical
consumido, maior é a capacidade antioxidante da amostra e, consequentemente, a absorvancia apos

reacao sera menor (Sales, 2012).

Primeiramente foi preparada uma solugdo mae, pesando 24 mg de radical DPPH (Sigma Aldrich)
para um baldo volumétrico de 100mL, perfazendo o volume com MeOH (Metanol — Sigma Aldrich).

Esta solucdo pode ser armazenada ao abrigo da luz e em ambiente refrigerado durante uma semana.

ApOs a espera de pelo menos 2 horas, foi preparada a solugdo diaria de DPPH por diluicdo da
solucdo mée com metanol, de modo a que a absorvancia obtida a 517 nm (Abs DPPH) fosse inferior
all.

Para a medicdo da atividade antioxidante do propolis transferiu-se 3 mL da solugéo diaria de DPPH
para um frasco ambar ao qual se adicionou, posteriormente, 0,150 mL da solucéo de prépolis (C=6,94

g/L), deixando-se reagir durante 40 minutos no escuro a temperatura ambiente. Apds esse tempo,
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mediu-se a absorvancia no espetrofotémetro (Unicam, UV/Vis Spectrometer- UV4) a um comprimento

de onda de 517 nm. O procedimento foi realizado em triplicado.

Na leitura foram obtidos 2 valores com absorvancia diferentes isto é, um para “radical DPPH” (branco
para posterior comparacao) e outro para “matriz+radical’, tendo sido entdo possivel calcular o RSA

(Radical Scavenging Activity) da amostra, expresso em percentagem, cuja férmula é a seguinte:

RSA(%) = (Abs radical — Abs“matriz+radical’) * 100
Abs radical

Foi efetuada uma curva de calibracdo com o Trolox (Sigma Aldrich) que consiste num antioxidante de
referéncia (figura 4). Para a sua realiza¢do preparou-se uma solucgdo inicial de 800 pM com a qual
foram preparadas diluicbes de 600 puM, 400 pM, 200uM, 100puM, 50uM e 25uM.

70

50
x y=2x10%x + 4,3319
S R2=0,991
= 40
g
< 30
%)
o

20
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0
0 0,5 1 15 2 2,5 3
C Trolox (x 10°° M)

Figura 4: Curva de calibragcdo com o Trolox para o método DPPH

Através da equacdo da curva foi possivel converter o RSA(%) obtido nos célculos anteriores para

Trolox(M) através da seguinte expressao:

Trolox(M) =_RSA(%)-b _,

m

na qual b é a ordenada na origem e m o declive.
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Os resultados finais obtidos foram expressos em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity =
Trolox (M)/g de amostra). Logo, quanto maior for o valor de TEAC obtido maior é atividade

antioxidante da amostra.

Método FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power- Poder antioxidante de reducao do ferro)
baseia-se na reducdo do complexo Fe*-TPTZ (ferritripiridiltriazina) a Fe®*-TPTZ (ferroso-
tripiridiltriazina). Esta reacdo € acompanhada pela alteragdo da cor azul claro a azul escuro, cuja
alteracdo da tonalidade varia consoante o poder antioxidante dos compostos (mais poder antioxidante
origina uma cor mais escura) (Rufino et al, 2006; Costa, 2012), ocorrendo a absorcdo méaxima a 595
nm (Costa, 2012).

Para a aplicacdo deste método foi necessaria a preparacao do reagente FRAP, obtido a partir de uma
mistura de 3 solugBes previamente preparadas, sendo elas uma solucdo de tampéo acetato 0,3M
(V=25 mL), uma solucdo de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (Sigma Aldrich) 10mM (V=2,5 mL) e

uma solugéo aquosa de cloreto férrico (Panreac) 20mM (V=2,5 mL) (Rufino et al, 2006).

Transferiu-se para um tubo de ensaio 2,7 mL de reagente FRAP, 0,270 mL de &gua destilada e
0,09mL de solugéo de propolis (C=6,94 g/L). Em paralelo, usou-se como padrdo, um tubo de ensaio
sem prépolis, no qual se adicionou apenas agua destilada (270+90 pl) ao reagente FRAP. Os tubos
foram homogeneizados e colocados durante 30min em banho-maria a 37°C. Apds esse tempo mediu-
se a absorvancia no espetrofotometro a um comprimento de onda de 595nm. O procedimento foi

realizado em triplicado.

Em simultaneo foi realizada uma curva de calibragcdo com o Trolox, que se encontra apresentada na
figura 5. Para a sua obtencdo preparou-se uma solucdo inicial de 800 uM com a qual foram
preparadas diluicdes de 600 uM, 400 uM, 200uM, 100uM, 50uM e 25uM.
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Figura 5: Curva de calibragdo com o Trolox para o método FRAP

Através da equacédo da curva foi possivel converter a absorvancia medida para Trolox(M) através da

seguinte férmula:

Trolox(M) =_Abs (595nm)-b

m

na qual que b é a ordenada na origem e m o declive.

Os resultados finais obtidos foram expressos em TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity =

Trolox (M)/g de amostra).

4.2.3 Producéo de microparticulas por Spray drying

4.2.3.1 Preparacao das solucdes e suspensdes com prépolis

SolugBes com Quitosano

O procedimento encontra-se esquematizado na figura 6. Primeiramente foi preparada uma solucao de
acido acético (Fisher Chemical) a 1% (m/m), na qual o quitosano é sollvel. Uma parte dessa solucéo
(700 g) foi utilizada para dissolucao do quitosano (20 g), agitando durante cerca de 20 horas. Em
paralelo, adicionou-se a restante solugcao de acido acético (300 g) o extrato de prépolis (a 10%). A

guantidade de extrato de propolis adicionado foi calculada de modo a ter na solugéo final (1000 g) um
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teor de 20% de propolis em relacdo a massa de quitosano (20 g). A preparacéao foi realizada desta

forma para evitar a precipitagdo do quitosano pela adi¢cdo do extrato etandlico de prépolis.

Em seguida foram misturadas as 2 soluges, uma contendo quitosano e a outra contendo o prépolis.

A solucao final, com uma concentracdo de 2% m/m de quitosano e 20% de propolis (em base de

quitosano) foi posteriormente dividida em duas partes. A uma parte foi adicionado acido citrico

(Panreac), numa proporcdo de 50% (em base que quitosano), com a finalidade de aumentar a

resisténcia das esferas de quitosano através de uma modificacdo quimica na presenca do acido

citrico.

700 g de

Ac. Acético
(AA) a 1%

L

N

‘A
i,

D

Quitosano + AA

|

300g Ac.
20g Quitosano Acético (AA) a
1%
40gde ’X ?
extrato de
propolis a 7
10% \ /|
==
S —]
Propolis + AA
L
L
\—/
Prépolis +
Quitosano + AA
v
Acido

citrico (5 @)

Figura 6: Preparacdo das solugdes de quitosano e propolis para realizagdo da secagem no spray-dryer
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As duas solucdes, solucdo de quitosano a 2% sem adicdo de outro composto e solucdo com 2%

de quitosano com acido citrico, foram posteriormente secas por spray-drying.
ApOs a secagem de cada solugao foram obtidos dois tipos de microparticulas:

= Microparticulas de quitosano e prépolis (Q+P);

=>» Microparticulas de quitosano com acido citrico e propolis (Q+P+AC)

Além dos tipos de microparticulas com quitosano ja referidas - Quitosano + Propolis (Q+P), Quitosano
+ Propolis + Acido Citrico (Q+P+AC), foram estudadas também particulas de quitosano reticuladas
com tripolifosfato (Sigma Aldrich). Estas apenas foram preparadas no inicio dos ensaios de

libertacdo, processo descrito mais a frente no ponto 4.2.5.2.

Suspensdes de Amido

O Amido utilizado foi o amido de arroz (Remy). Neste caso, foram também preparadas duas

suspensodes, da seguinte forma (Figura 7):

- Suspensdo de amido sem gelatina, na qual se adicionaram 17,5g de amido a 32,59 de agua
destilada, o que equivale a 35% de amido na solucdo aquosa total (50g). A suspenséo foi agitada
durante 30 minutos. Seguidamente foram adicionadas 35g de extrato etandlico de prépolis a 10%
para que na suspensao se conseguisse ter um teor de 20% de massa de propolis (em base de massa

de amido);

- Suspensdo de amido com gelatina, na qual a diferenca consiste na adi¢cdo de gelatina com a
funcéo de agente ligante. Na preparacéo desta solucéo inicialmente adicionou-se o amido (17,5g) e o
extrato de prépolis (35g) a uma parte da agua total e dissolveu-se a parte a gelatina (Sigma Aldrich)
na restante 4gua sob agitacdo a 40°C. Posteriormente foram misturadas as duas solugdes. A

concentracdo de gelatina na solucgéo final foi de 1% m/m.
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Figura 7: Preparacéo das suspensdes de amido para realizag@o da secagem no spray-dryer

4.2.3.2. Condicdes de operacao do Spray-dryer

Na figura 8 encontra-se representado um esquema do processo de secagem por spray-dryer. O
equipamento utilizado para a secagem das solugbes foi um Spray-dryer, LabPlant, modelo SD-05,
equipado com um nozzle de 0,5 mm de didmetro, usando uma corrente de ar comprimido a presséo
de 1,7 bar. A alimentacdo das solucBes e suspensdes a secar foi efetuada usando uma bomba

peristaltica.

No caso das solu¢gdes com quitosano, a temperatura do ar a entrada foi de 180°C e a velocidade de

alimentacéo foi de 9,3 mL/min

Para as suspensdes de amido a temperatura do ar a entrada definida foi de 120°C e a velocidade de

alimentacéo foi de 4,7 mL/min.

A realizacdo do processo foi idéntica, apenas os fatores anteriormente referidos (temperatura e

velocidade de bomba) divergiram caso fosse uma suspensao de amido ou uma solu¢éo de quitosano.
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Figura 8: Representacédo esquematica do processo de encapsulamento por spray-drying

4.2.4 Caraterizacado das microparticulas

4.2.4.1 Morfologia e tamanho

z

A microscopia eletronica de varrimento é utilizada para a caraterizagdo das particulas, mais

especificamente, da morfologia externa das particulas.
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As amostras foram colocadas num suporte de amostras de aluminio, revestidas com ouro e paladio e,

finalmente, analisadas por microscopia eletrénica de varrimento (Hitachi, modelo 52400).
4.2.4.2 Carregamento/ Grau de encapsulamento

A quantidade de propolis incorporado nas microparticulas foi quantificada em termos de fendlicos
totais. As particulas foram desintegradas misturando 50 mg de particulas em 20 mL de solucdo de
acido acético e procedendo a agitacdo vigorosa com um homogeneizador Ultraturrax (IKA
LabortechNK T25 Basic). Mediu-se a absorvancia do sobrenadante a 280 nm e expressou-se 0
resultado em EAG, como descrito no ponto 4.2.1.

4.2.4.3 Atividade antioxidante das particulas produzidas

As particulas foram ainda analisadas em termos de atividade antioxidante, aplicando os métodos
utilizados na avaliacdo da atividade antioxidante do extrato de propolis (ponto 4.2.2). A diferenga
consistiu no fato de se adicionarem as particulas, com o prépolis encapsulado, diretamente as
solucdes de DPPH e de reagente FRAP, de acordo com o método usado. A atividade antioxidante foi

expressa em termos de TEAC (Mtrolox/g prépolis).

v Método DPPH

No método DPPH, as quantidades de amostra adicionadas a solugdo diaria DPPH (2,850 ml) foram

as seguintes:

Quitosano + Propolis (Q+P): 2 mg

Quitosano + Prépolis + Acido Citrico (Q+P+AC): 3 mg
Amido + Propolis (A+P): 1 mg

Amido + Prépolis + Gelatina (A+P+G): 1 mg

Posteriormente a incubagdo durante 40 minutos, e de modo a néo ocorrer qualquer interferéncia na
leitura das amostras, foram separadas as particulas por filtragdo tendo sido medida a absorvancia do
filtrado a 517 nm.

v Método FRAP

No método FRAP, adicionou-se a solugdo composta por agua destilada (270ul) e reagente FRAP (2,7

ml) uma massa de 0,9 mg de cada tipo particulas.

ApOs a reacao durante 30 minutos em banho-maria a 37°C, as particulas foram separadas por

filtracdo e foi medida a absorvancia do filtrado a 595 nm.
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4.2.5 Avaliacao da velocidade de libertacao

Foi realizado um estudo da velocidade de libertacdo e da quantidade total de prépolis libertada das
diferentes microparticulas em dois meios aquosos distintos, numa solucédo de acido acético a 1% v/v
(pH = 3,98) e em tampéo fosfato (pH = 7,26) de modo a avaliar o comportamento das particulas
quando incorporadas em formulacdes com diferentes valores de pH. A solucdo de acido acético foi
escolhida sobretudo pela possibilidade de incorporacdo posterior das particulas em revestimentos e

filmes bioativos comestiveis de quitosano.

4.2.5.1 Meios de libertagdo

Para o ensaio de libertacdo em meio acido foi preparada uma solucéo de acido acético a 1%, cujo
pH foi de 3,89.

Para o ensaio em meio neutro foi preparada uma solugéo de tampéo fosfato, que resultou da adic&o
de duas solugdes previamente preparadas: Na,HPO, 0,1M e HCI 0,1M, obtendo-se uma solu¢cdo com
pH = 7,26.

4.2.5.2 Ensaios de libertacéo

Os ensaios de libertacdo envolveram os seguintes passos:

1- A solucao aquosa (V = 100 mL) foi introduzida num vaso com agitacdo magnética;
2- Adicionam-se as particulas (m = 100 mg) a solugdo sob agitacao;

3- Foram retiradas amostras (V = 1 mL) em intervalos regulares de tempo;

4- Cada amostra foi imediatamente centrifugada, sendo o depdsito sélido (particulas) devolvido ao

vaso. O sobrenadante foi posteriormente analisado;

5- Por cada amostra retirada introduziu-se imediatamente 1 mL de solugdo aquosa original ao vaso,

de modo a manter o volume constante.

Adicionalmente aos tipos de microparticulas ja referidas - Quitosano + Propolis (Q+P), Quitosano +
Prépolis + Acido Citrico (Q+P+AC), Amido + Propolis (A+P) e Amido + Prépolis + Gelatina (A+P+G) -
foram estudadas também particulas de quitosano reticuladas com tripolifosfato (Sigma Aldrich). Estas
foram preparadas in-situ no inicio do ensaio de libertacdo, adicionando microparticulas de Quitosano
+ Prépolis (Q+P) a solucdo aquosa (de &cido acético ou tampao fosfato) contendo 1% m/m de

tripolifosfato, e sdo designadas por Q+P+TPF.

Pagina | 35



Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizagdo e estudos de libertagdo controlada
Beijoca, M. S. R. (2014)

A quantidade de prépolis presente em cada amostra foi quantificada e expressa em termos de teor de

fendlicos totais, como descrito no ponto 4.2.1.

Para o ensaio em &cido acético utilizou-se a curva de calibragdo com &cido galico apresentada na
figura 3. A quantificacdo da massa de fendlicos libertada no ensaio de libertagdo em solugdo tampéo
foi realizada usando a curva de calibracdo da figura 9, obtida dissolvendo o acido galico em solucao

tampéo.
1,4
1.2 /
1
c y =0,011x + 0,1086
c R? =0,9987
o 0,8
[e0]
Q /
©
»n 0,6
Qo
£ /
0,4
0,2
0
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Conc. acido galico (mg/L)

Figura 9: Curva de calibragdo com éacido galico em solugao tampao

4.2.5.30bservacao por Microscopia 6tica

As microparticulas foram observadas por microscopia 6tica durante os ensaios de libertacdo, ao fim
de 30 minutos, com o objetivo de verificar a sua integridade fisica. Para isso usou-se um microscopio

de fluorescéncia (Ernst Leitz Wetzlar GMBH).

Nos ensaios em acido acético as particulas foram observadas numa ampliacdo de 25x e nos ensaios

em tampéo fosfato as amostras foram observadas numa ampliagdo de 100x.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1Determinacédo dos fendlicos totais do extrato de prépolis

O valor obtido, expresso em equivalentes de acido galico, foi de 0,0234 mg Ac. Galico/ mg de
propolis, o que corresponde a cerca de 2,3% m/m. Este valor estd dentro do intervalo de valores
apresentado por Mohammadzadeh et al. (2007) (1,22-7,79 % m/m).

Porém, no trabalho de Moreira et al. (2008) séo referidos os valores de 0,329 mg EAG/mg prépolis e
0,151 mg EAG/mg prépolis para duas amostras provenientes de diferentes regides de Portugal. Por
outro lado, Silva (2008) refere valores entre 13,2 e 18,7 %m/m e Silva (2009) apresenta valores que
variam entre 8,51 e 10,11 %m/m, o que indica uma maior concentracdo de fendlicos quando

comparada com a obtida neste trabalho.

A variabilidade do teor de fendlicos totais apresentados esta relacionada com a complexidade do
prépolis em termos de composi¢do quimica, que é dependente da flora de onde é produzido assim

como da época do ano em que é recolhido.

Segundo varios autores, existe uma forte relacdo entre a quantidade de fendlicos e a atividade
antioxidante sendo estes alguns dos componentes que mais contribuem para a mesma. Também é
importante referir que estes compostos podem ser bastante influenciados por fatores externos como
manuseamento, armazenamento, temperatura, entre outros (Mohammadzadeh et al., 2007; Moreira,

2008), sendo natural e expetavel encontrar valores diferentes em amostras diferentes.

5.2Determinacdo da atividade antioxidante do extrato de prépolis

A atividade antioxidante foi avaliada com base na captura do radical livie de DPPH (método DPPH) e
na capacidade de reducgdo do ferro (método FRAP). Os resultados foram convertidos em TEAC

(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

No caso da realizagdo do método DPPH, os valores obtidos de RSA (Radical Scavenging Activity) e

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidante Capacity) foram os seguintes:

RSA da amostra (%): 46

TEAC: 0,200 M Trolox/ g prépolis

O valor obtido de TEAC indica que o propolis tem capacidade para a reducao do radical DPPH.

Os estudos da atividade antioxidante do propolis pelo método DPPH, onde a mesma é expressa em
TEAC séo escassos. No entanto, existem referéncias que indicam a atividade antioxidante em termos
de “Radical Scavenging Activity” (RSA).
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Silva (2008) refere valores de RSA de um extrato com uma concentracao de prépolis de 25 pug/mL,
que variam entre 10,5 e 18,56 %. O extrato utilizado neste trabalho tem uma concentracdo 694 ug/mL
pelo que apresenta uma capacidade de captacdo de radicais de DPPH inferior. Este fato esta em
linha com o teor de fendlicos totais. Silva (2008) refere valores entre 13,2 e 18,7 % m/m de fendlicos
totais enquanto que a amostra de prépolis estudada neste trabalho apresenta uma concentragao

desses compostos de 2,3% m/m.

Moreira et al. (2008) analisaram extratos com a mesma concentracdo de propolis, cujo local de
recolha era diferente, e observaram valores de RSA bastante diferentes, variando entre 1% e 54%.
Estes valores foram comparados com o teor de fenélicos notando-se uma relagdo entre ambos uma
vez que a amostra com maior teor de fendis era a que apresentava maior capacidade antioxidante. O
aumento da capacidade antioxidante com o aumento do teor de fendlicos foi também referido por
Silva (2009).

Na realizacéo do método FRAP, o valor de TEAC obtido foi de 0,335 M Trolox/g prépolis.

Através do valor de TEAC obtido é possivel afirmar que o propolis apresenta atividade em termos de

reducdo do complexo férrico F**-TPTZ.

Mohammadzed et al. (2007) utilizou o método FRAP na andlise de amostras de prépolis com
diferentes concentracBes e de regides diferentes. Verificou que extratos diferentes, mesmo com a
mesma concentragdo, apresentaram uma capacidade de reducdo do complexo F.TPTZ
completamente distintos concluindo que o propolis é extremamente dependente do ambiente onde é

produzido.

5.3Caraterizacdo das particulas

5.3.1 Morfologia e tamanho

A morfologia e a distribuicdo de tamanho de particulas foram estudadas recorrendo a microscopia

eletrénica de varrimento.
Microparticulas a base de quitosano

Nas figuras 10 e 11 estdo apresentadas imagens das microparticulas de quitosano com prépolis
(Q+P) e das microparticulas de quitosano com prépolis e acido citrico (Q+P+AC), respetivamente.
Para uma analise complementar na figura 12 encontra-se uma esfera de quitosano reticulada com o

acido citrico.
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10 ym
MAG: 200 x HV: 20.0 kV MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 10: Microparticulas de Quitosano com Propolis. Ampliagdo: a) 200 x; b) 2000 x

MAG: 200 x HV: 20.0 kV MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 11: Microparticulas de Quitosano com Acido citrico e Prépolis. Ampliagdo: a) 200 x; b) 2000 x
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W=  1um  MicroLab
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Figura 12: Esfera de quitosano com &cido citrico colapsada

Verifica-se que, em ambos os casos, as particulas séo esféricas com uma superficie lisa. E possivel
observar também, através da figura 12, que estas esferas sdo ocas com uma parede de baixa

espessura.

Em termos de morfologia externa, a capsula apresentada na figura 12, apresenta uma superficie mais
irregular (com uma regido colapsada), quando comparada com as esferas obtidas com quitosano e
acido citrico e com prépolis encapsulado (figura 11). O mesmo efeito foi observado entre as capsulas
de quitosano (imagens ndo apresentadas) e quitosano com prépolis. Este fato pode ser devido ao
vacuo aplicado no compartimento das amostras durante a andlise. O vacuo podera provocar uma
deformac&o das capsulas que apresentam uma parede menos resistente. E possivel que a presenca
de propolis reforce a parede das esferas, atribuido-lhe uma resisténcia mecanica que resista a sucgao

do ar interior por aplicacdo de vacuo, mantendo a sua integridade fisica e superficie lisa.

Assume-se que nestas capsulas a base de quitosano, o encapsulamento dos compostos do extrato
de propolis se dé essencialmente na matriz polimérica que compde a parede das capsulas dado que

se encontram solubilizados na solugdo de alimentacao.

Nas figuras 13 e 14 apresenta-se a distribuicdo de tamanhos das particulas de quitosano com

prépolis (Q+P) e de quitosano com propolis e &cido citrico (Q+P+AC), respetivamente.
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Figura 13: Distribui¢cdo do tamanho das particulas de Q+P
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Figura 14: Distribuicdo do tamanho das particulas de Q+P+AC

Os dois tipos de particulas apresentam uma distribuicdo de tamanhos muito semelhante. O diametro

das esferas varia entre cerca de 1 um e 50 um, sendo que cerca de 90% das particulas tem um

diametro entre 1 e 15 pm. O diametro médio é de 9,9 um e 9,7 um para as esferas Q+P e Q+P+AC,

respetivamente.
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As esferas de quitosano com propolis reticuladas com tripolifosfato (Q+P+TPF) ndo foram analisadas
por microscopia eletrénica de varrimento, dado que a reticulacdo s6 foi realizada no inicio dos

ensaios de libertacdo controlada.

Microparticulas a base de amido

Nas figuras seguintes (15 e 16) sdo apresentadas imagens das microparticulas de amido sem e com
gelatina.

MAG: 200 x HV: 20.0 kV MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 15: Microparticulas de Amido com Prépolis. Ampliagdo: a) 200 x; b) 2000 x

MAG: 200 x HV: 20.0 kV f MAG: 2000 x HV: 20.0 kV

Figura 16: Microparticulas de Amido com Gelatina e Propolis. Ampliag&o a) 200 x; b) 2000 x

Estas microparticulas apresentam uma morfologia totalmente diferente das de quitosano. Sao
constituidas por agregados de grénulos de amido formando uma estrutura tridimensional com

espacos vazios entre os granulos. A forma das particulas € irregular aproximando-se, na maior parte

Pagina | 42



Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizagdo e estudos de libertagdo controlada
Beijoca, M. S. R. (2014)

dos casos, de uma forma esférica. Durante o processo de encapsulamento, os compostos do extrato

de propolis ficam essencialmente aprisionados nos espagos vazios entre os granulos de amido.

Nas figuras 17 e 18 apresenta-se a distribuicdo do tamanho das particulas de amido sem e com
gelatina, respetivamente.
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Figura 17: Distribuicdo do tamanho das particulas de A+P
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Figura 18: Distribuicdo do tamanho das particulas de A+P+G

Verifica-se que ambas apresentam uma gama alargada de tamanhos. Porém, as particulas

produzidas com gelatina apresentam uma maior frequéncia para tamanhos mais baixos: cerca de
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80% das particulas tém um tamanho entre 1 e 30 um, sendo que 50% tém um tamanho entre 20 e 30
um. Por outro lado, as particulas produzidas sem gelatina apresentam um tamanho superior. Neste
caso, cerca de 70% apresentam um tamanho compreendido entre 10 e 40 um. O fato de a gelatina
favorecer a formacdo de uma maior fragdo de particulas menores, muitas delas correspondendo a
granulos de amido isolados, foi também observado por Beirdo-da-Costa et al. (2011). O diametro
médio é de 23,4 e 37,5 um para as particulas com e sem gelatina, respetivamente, sendo superior ao

obtido para as esferas de quitosano (cerca de 10 um).

5.3.2 Carregamento das particulas

Na tabela 3 apresentam-se os valores de massa de fendlicos encapsulada nas particulas, expressa

em mg EAG por massa de particulas.

Tabela 3: Teor de fendlicos das particulas

Tipo de microparticulas Fendlicos totais (mg EAG / mg particulas)
Quitosano + Propolis 0,0492
Quitosano + Prépolis + AC 0,0534
Quitosano + Prépolis + TPF 0,0492
Amido + Propolis 0,0537
Amido + Propolis + Gelatina 0,0617

Verifica-se que a maior incorporacdo se obteve nas particulas de amido com gelatina sendo, no

entanto, o grau de incorporagdo muito semelhante para todas as particulas produzidas.

E de salientar que o teor de fendis no extrato de propolis (cerca de 2,3% m/m) é inferior & sua

z

concentracdo nas microparticulas. Desta feita, € de afirmar que, para além de um papel de
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estabilizagdo dos compostos bioativos, o processo de encapsulamento por spray-drying promove

uma concentragao desses compostos numa matriz solida.

5.3.3 Atividade antioxidante das particulas

A atividade antioxidante das particulas resultante da analise com os métodos DPPH e FRAP

encontra-se na tabela 4.

Tabela 4: Atividade antioxidante das microparticulas pelos métodos DPPH e FRAP

Método Microparticulas
Q+P Q+P+AC A+P A+P+G
DPPH 0,0178 0,0068 0,0411 0,0385

TEAC (uM/ug)

FRAP 0,0223 0,0204 0,0175 0,0166
TEAC (UM/ug)

Pela analise dos fenois verificou-se um aumento da sua concentracdo no sentido do prépolis em
extrato para as particulas. No entanto, este aumento da concentracdo nao foi acompanhado de um
aumento da atividade antioxidante cujos valores obtidos foram bastante mais baixos que os
observados para o extrato. Por outro lado, tendo em conta os teores de fendlicos totais das particulas
apresentados na tabela 3, poder-se-ia esperar uma atividade antioxidante semelhante entre elas, o
que nao se verificou. Estes resultados podem ser devidos ao fato de, nestas medi¢cdes, as préprias
particulas serem colocadas em contato direto com o radical de DPPH e com o reagente FRAP.
Nestas condi¢Bes, a extensdo das rea¢cfes de captura de radicais e de reducéo do ferro por parte dos
fendlicos encapsulados € influenciada por limitagBes difusionais que serdo diferentes consoante a

matriz encapsulante.
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5.4 Avaliacéo da velocidade de libertagéo

5.4.1 Libertacdo em Meio Acido (a4cido acético 1%)

Na figura 19 sdo apresentados os perfis de libertagdo de compostos fendlicos a partir das
microparticulas que contém quitosano na sua constituicdo (Q+P; Q+P+AC; Q+P+TPF), e na tabela 5
encontra-se a quantidade maxima de compostos fendlicos libertados bem como a velocidade inicial

de libertacéo.
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Figura 19: Perfis de libertacdo de compostos fendlicos a partir de microparticulas a base de quitosano em meio acido. m

refere-se & massa libertada em funcéo do tempo e m0 a massa total presente nas microparticulas no inicio do ensaio.

Tabela 5: Velocidade inicial de libertacdo e quantidade méaxima libertada (% m/m) nos ensaios de

libertacdo a partir das particulas de quitosano em meio acido

Particulas Libertacdo no patamar (%) Velocidade Inicial de Libertacdo
(mg EAG/min)

QP — 0,726
Q+P+AC 39 0.352
Q+P+TPF 27 0,027
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Verifica-se que as microparticulas de quitosano permitem um maior aprisionamento dos compostos
fendlicos quando se encontram reticuladas ou modificadas quimicamente por acdo do acido citrico,
caso contrario, a libertacdo ocorre com uma velocidade elevada e na totalidade. De fato, no ensaio de
libertacdo a partir das particulas Q+P, ocorreu a libertacé@o total apds cerca de 40 minutos o que
indica uma fraca capacidade por parte do quitosano por si s6 para o aprisionamento do prépolis em
meio &cido.

Com a modificacdo quimica com &cido citrico reduziu-se para cerca de metade a velocidade de
libertacao inicial, face a obtida com particulas ndo modificadas, e a massa total libertada desceu para
cerca de 40%. A reticulacdo com tripolifosfato foi ainda mais eficiente na medida em que se
conseguiu reter nas particulas, durante o periodo de tempo estudado, 73% da massa de compostos

fendlicos passivel de ser libertada.

Os processos de reticulagdo promovem o estabelecimento de ligagdes cruzadas entre as moléculas
de quitosano, aumentando a sua rigidez, diminuindo a solubilidade e o grau de “swelling”
(intumescimento por absor¢do de agua) quando introduzidas em solu¢cdes aquosas. Assim, em
particulas reticuladas, o processo de difusdo de compostos no seu interior é dificultado devido ao
menor espaco livre entre as moléculas do polimero. As rea¢Bes de reticulacdo com o tripolifosfato
envolvem interacdes i6nicas entre 0s grupos negativos deste composto com os grupos —NH;" do
guitosano. Este processo da origem a um grau de reticulagcdo elevado obtendo-se uma matriz

polimérica rigida.

Por outro lado, na presenca de &acido citrico, existe uma modificacdo quimica do quitosano resultante
da reacdo entre os grupos amina do mesmo com o &cido citrico levando a formag&o de estrututas

amida laterais, que aumentam a resisténcia das esferas a entrada de agua (figura 20).

OH
50&32 mg
Ho‘ﬁ_): Hoocj__f

HOOC

Figura 20: Reagao entre grupos amina do quitosano com o acido citrico

Este fendmeno foi observado em filmes de quitosano, cujo grau de absorcédo de agua diminuiu de
forma significativa quando os filmes foram produzidos na presenca de acido citrico (Cui et al., 2011).
As moléculas de acido citrico que ndo participam nas reac¢des mas que se mantém na matriz

polimérica podem funcionar como agente plastificante. Estas diferengas entre o modo de atuacgdo do
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acido citrico e do tripolifosfato podem estar na origem da diminuicdo da velocidade inicial de

libertacdo e da massa total libertada na ordem observada: Q+P --> Q+P+AC --> Q+P+TPF.

Na figura 21 sdo apresentados os perfis de libertacdo de compostos fendlicos a partir das
microparticulas a base de amido (A+P; A+P+G) e na tabela 6 encontra-se a quantidade maxima de

compostos fendlicos libertados bem como a velocidade inicial de libertagéo.
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Figura 21: Perfis de libertagcdo de compostos fendlicos a partir de microparticulas a base de amido em meio acido. m refere-se

a massa libertada em funcéo do tempo e m0 & massa total presente nas microparticulas no inicio do ensaio.

Tabela 6. Velocidade inicial de libertacdo e quantidade méaxima libertada (% m/m) nos ensaios de

libertagdo a partir das particulas de amido em meio &acido

Particulas Libertagdo no patamar (%) Velocidade Inicial de Libertacdo
(mg EAG/min)

A+P 52
A+P+G 46

0,510
0,191

Pagina | 48



Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizagdo e estudos de libertagdo controlada
Beijoca, M. S. R. (2014)

Verifica-se que nas particulas de amido sem gelatina (A+P) existe uma elevada velocidade inicial de
libertacdo atingindo-se um patamar ao fim de cerca de 10 minutos, que corresponde a 50% da massa
total de fendlicos passivel de ser libertada. Por outro lado, para as particulas de amido com gelatina
(A+P+G) o valor de 50% também é atingido mas s6 ao fim de 240 minutos. Existe portanto uma

libertacdo mais lenta quando as particulas contém a gelatina na sua formulacgéo.

Segundo Beirdo-da-Costa et al. (2011), a adicdo de gelatina (1% m/m) a suspensao de amido com
concentracdo de 20% m/m tende a aumentar em cerca de 9% o diametro médio dos poros dos
agregados formados e em cerca de 30% a porosidade intraparticula. Os autores atribuem a gelatina
ndo sé a funcdo de ligante mas também de material estruturante. Estes dados parecem estar em
contradicdo com a menor velocidade de libertacdo observada a partir das particulas com gelatina,
uma vez que nestas existiria mais espaco para a difusdo dos compostos fenélicos. Porém, a gelatina
€ um material muito facilmente hidratdvel em solugdo aquosa, produzindo uma matriz de elevada
viscosidade que reveste os granulos de amido nos agregados. Esta camada podera ser responsavel
pela diminuicdo do coeficiente de difusdo dos compostos fendlicos no interior das particulas, tendo

como resultado a menor velocidade de libertacdo observada.

Uma vez que o objetivo é avaliar a aptiddo das diferentes microparticulas para aplicagdo em matrizes
alimentares aproveitando a capacidade antioxidante e antimicrobiana e mascarar o sabor
desagradavel do prépolis, as particulas potencialmente mais interessantes na inddstria alimentar
poderdo ser as que retém durante mais tempo os compostos do propolis. Anteriormente verificou-se
gue o grau de libertagdo mais baixo se deu nas microparticulas de quitosano reticulado, com
tripolifosfato, de quitosano modificado por reagdo com &acido citrico e de amido com gelatina. Na
figura 22, encontram-se os 3 perfis de libertacdo em acido acético referentes a estas particulas para

uma mais facil comparacao.
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Figura 22: Andlise comparativa do perfil de libertagédo a partir das particulas de Q+P+TPF, A+P+G e Q+P+AC em meio acido.

Pagina | 49



Encapsulamento de extratos de prépolis por secagem por atomizagdo e estudos de libertagdo controlada
Beijoca, M. S. R. (2014)

Verifica-se uma libertacéo inicial mais rapida com as particulas Q+P+AC, sendo que se atinge uma
massa maxima libertada de cerca de 40%, encontrando a libertacdo méaxima das particulas de
A+P+G um pouco mais acima (cerca de 46%). Adicionalmente, as particulas Q+P+TPF sdo as que

retém uma maior quantidade de compostos encapsulados.

Os diferentes perfis de libertacdo em meio acido observados para as particulas estudadas permitem
inferir que é possivel desenhar particulas optimizadas, com um perfil de libertacdo especifico,

adequado as aplicagdes finais pretendidas.

5.4.2 Libertacdo em Meio Neutro (Tampdao fosfato pH = 7,26)

Na figura 23 sdo apresentados os perfis de libertacdo de compostos fendlicos a partir das
microparticulas que contém quitosano na sua constituicdo (Q+P; Q+P+AC; Q+P+TPF) e na tabela 7
encontra-se a quantidade maxima de compostos fendlicos libertados bem como a velocidade inicial

de libertacéo.
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Figura 23: Perfis de libertagdo de compostos fendlicos a partir de microparticulas a base de quitosano em meio neutro. m

refere-se & massa libertada em funcdo do tempo e m0 a massa total presente nas microparticulas no inicio do ensaio.
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Tabela 7: Velocidade inicial de libertacdo e quantidade méaxima libertada (% m/m) nos ensaios de

libertacé@o a partir das particulas de quitosano em meio neutro

Particulas Libertagcdo no patamar (%) Velocidade Inicial de Libertagéo
(mg EAG/min)

Q+P 89 0.443
Q+P+AC 91 0.448
Q+P+TPF 90 0.397

Verifica-se uma libertacdo rdpida e quase total a partir de todas as microparticulas a base de
quitosano, mesmo aquelas reticuladas com tripolifosfato e as modificadas quimicamente com &cido
citrico. A retencdo dos compostos fendlicos do prépolis em meio neutro é muito inferior & observada
em meio acido, especialmente para as particulas Q+P+AC e Q+P+TPF.

Este fato pode ser devido ao grau de protonagdo dos grupos amina das moléculas de quitosano. Em
meio &cido, o0 nimero de grupos protonados é superior, tendo como consequéncia um maior nimero
de cargas positivas has particulas passiveis de formar interacdes eletroestaticas com 0s grupos
hidroxilo dos compostos fendlicos, que apresentam uma densidade de carga negativa nos atomos de
oxigénio. Esta interagdo pode ter como consequéncia uma diminui¢cdo de velocidade de difusao dos
compostos fendlicos através da matriz polimérica, resultando numa menor libertagdo desses
compostos. Em meio neutro, o grau de protonacdo do quitosano é inferior, o que leva uma menor
densidade de cargas positivas na matriz polimérica, tendo como consequéncia uma facilitagdo da
difusdo dos compostos fendlicos.

Adicionalmente, no caso das particulas Q+P+TPF, como foi referido anteriormente, a reticulagcéo com
tripolifosfato foi efectuada no inicio do ensaio de libertagdo, estando o meio de libertacédo
complementado com 1% m/m desse composto. Sendo esta uma reagdo de reticulacdo idnica,
dependente da interacdo entre as cargas positivas dos grupos amina protonados do quitosano e as
cargas negativas do tripolifosfato, esta reacdo serd muito menos extensa em meio neutro, situacdo
em que existe uma menor densidade de cargas positivas na matriz de quitosano. Deste modo, as
particulas reticuladas em meio neutro apresentardo um grau de “swelling” superior ao que existe em

meio acido, favorecendo a libertagdo dos compostos encapsulados.

Na figura 24 sdo apresentados os perfis de libertagdo de compostos fendlicos a partir das
microparticulas a base de amido (A+P; A+P+G) e na tabela 8 encontra-se a quantidade maxima de

compostos fendlicos libertados bem como a velocidade inicial de libertagao.
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Figura 24: Perfis de libertagdo de compostos fendlicos a partir de microparticulas a base de amido em meio neutro. m refere-

se & massa libertada em funcdo do tempo e m0 a massa total presente nas microparticulas no inicio do ensaio.

Tabela 8: Velocidade inicial de libertagcdo e quantidade maxima libertada (% m/m) nos ensaios de

libertagdo a partir das particulas de amido em meio neutro

Particulas Libertagdo no patamar (%) Velocidade Inicial de Libertacdo
(mg EAG/min)
A+P 100 0.478
A+P+G 100 0,543

7

A libertacdo é muito idéntica em ambas as microparticulas ocorrendo libertacdo total num tempo

inferior a 60 minutos.

Através da tabela 8 confirma-se a libertacdo total nas microparticulas de amido estando as

velocidades muito proximas quer as particulas tenham gelatina ou néo.

Na figura 25 resumem-se os perfis de libertacdo de todos os tipos de microparticulas estudados em

meio neutro.
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Figura 25: Andlise comparativa de todas as libertagées em tampéo fosfato.

Através da figura 25 vé-se de forma mais clara que a velocidade de libertagdo é elevada por parte de

todas as microparticulas estudadas, bem como a quantidade total libertada.

Fazendo uma avaliacéo global do comportamento das particulas nos dois meios estudados € possivel
inferir que existira uma fraca retengdo dos compostos encapsulados em produtos de origem animal

(pH neutro) e uma maior retencdo dos compostos em certos produtos de origem vegetal (pH acido).

5.4.3 Observacdo por Microscopia Otica

Nas figuras seguintes sdo apresentadas imagens das microparticulas obtidas durante os ensaios de
libertagdo ao fim de 30 minutos (Figuras 26, 27, 28, 29 e 30 em meio &cido e figuras 31, 32, 33, 34 e

35 em meio neutro).
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40 um

Figura 26: Q+P ap6s 30 minutos em &cido acético

Figura 27: Q+P+AC apds 30 minutos em acido acético

Figura 28: Q+P+TPF apés 30 minutos em &cido acético Pégina | 54
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Figura 29: A+P ap6s 30 minutos em &cido acético

40 pm

Figura 30: A+P+G apds 30 minutos em acido acético
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10 pm

|

Figura 33: Q+P+TPF ap6s 30 minutos em meio tampéo
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Figura 34: A+P apés 30 minutos em meio tampéao

Figura 35: A+P+G ap6s 30 minutos em meio tamp&o

Verifica-se que em todos os casos, quer em meio acido, quer em meio neutro, as particulas se
mantém em suspensio, ndo ocorrendo solubilizagio total em nenhum dos casos. E possivel observar
também que as particulas de quitosano, sobretudo em meio neutro, tendem a formar agregados
guando adicionadas ao meio de libertagdo e que estes se mantém ao fim de 30 minutos. J4 as
particulas de amido no ensaio em meio acido mantém a sua estrutura original (aglomerados) ao fim

de 30 minutos, no entanto, no ensaio em meio neutro ha mais particulas soltas.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho efetuou-se o encapsulamento por “spray drying” de um extrato etandlico comercial de
prépolis em diferentes matrizes, designadamente: quitosano (Q+P), quitosano modificado por reacéo
com acido citrico (Q+P+AC), quitosano reticulado com tripolifosfato (Q+P+TPF), amido de arroz (A+P)

e amido de arroz com gelatina (A+P+G).

As particulas a base de quitosano consistem em cépsulas esféricas com uma parede de baixa
espessura e uma superficie lisa, apresentando um didmetro médio de cerca de 10 um. As particulas
a base de amido sdo esférulas compostas por agregados de granulos de amido, sendo que as

produzidas com gelatina apresentam um diametro médio inferior as produzidas sem gelatina (23,4 e

37,5um, respetivamente).

O carregamento das particulas produzidas, expresso em teor de fendlicos totais, foi idéntico para as
vérias matrizes estudadas, variando entre 4,9% m/m para as particulas Q+P e 6,2% m/m para
A+P+G. Verificou-se um aumento da concentracdo de fendlicos face ao observado no extrato de

prépolis (2,3%m/m).

A atividade antioxidade do extrato de prépolis foi superior a observada para as particulas com extrato
encapsulado. Este fato indica o poder de protecdo da matriz na medida em que limita a reacdo dos
antioxidantes encapsulados com os radicais de DPPH e com o complexo Fe-TPTZ, reacéo essa que

esta na base dos métodos utilizados para a avaliagédo da atividade antioxidante.

Nos estudos de libertagdo dos compostos fendlicos encapsulados verificou-se uma velocidade de
libertacdo mais elevada e uma maior quantidade de massa libertada em meio neutro (tampé&o fosfato,
pH=7,3) que em meio acido (acido acético 1% m/m, pH=3,9). A massa total de compostos libertada

em meio neutro foi perto de 100% para todos os tipos de particulas.

Apesar de a velocidade de libertacdo ser em geral menor em meio acido, observou-se um aumento
na seguinte ordem: Q+P+TPF < A+P+G < Q+P+AC < A+P < Q+P. As particulas que libertaram uma
menor quantidade de massa de compostos encapsulada foram as Q+P+TPF (27%), seguindo-se as
Q+P+AC (39%), A+P+G (46%), A+P (52%) e Q+P (100%).

Os diferentes perfis de libertagdo em meio acido e neutro, observados para as particulas estudadas,
permitem inferir que € possivel desenhar particulas optimizadas, com um perfil de libertacédo

especifico, adequado a diferentes aplicacdes finais.
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7. TRABALHO FUTURO

O presente trabalho pode ainda ser complementado com o estudo de alguns aspetos importantes.
Propde-se entéo as seguintes andlises:

Avaliar o limite de detecdo sensorial de todos os tipos de particulas estudados, em solu¢des aquosas
modelo e em sistemas reais, e relacionar a concentracdo de microparticulas correspondente ao limite

de detecdo sensorial com a sua atividade antioxidante e antimicrobiana.

Estudar outra matriz de encapsulamento em vez do amido uma vez que este ao ser consumido
comeca a ser digerido na boca podendo promover uma libertagcdo do propolis e uma maior detecao

sensorial do mesmo.

Efetuar uma caraterizagdo quimica mais aprofundada das particulas produzidas, designadamente, a
avaliacdo da distribuicdo dos compostos do prépolis nas particulas, a analise das interacfes quimicas
entre 0s compostos e a matriz, a extensdo da modificacdo quimica do quitosano pela acdo do acido

citrico e o grau de reticulacdo do quitosano com o tripolifosfato.

Avaliar de forma mais precisa as carateristicas fisicas das particulas ao longo dos ensaios de
libertacdo, de modo a perceber os mecanismos envolvidos na libertacdo, designadamente, a

desintegracéo, degradacéo e “swelling” por absor¢ao de solvente acompanhado por difuséo.

Estudar a cinética de libertacdo recorrendo a modelos matematicos referidos na literatura.
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