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INTRODUCAO:

A propolis vermelha ¢ uma dos treze tipos encontrados em territorio brasileiro, possuindo uma forte
coloracdo vermelha caracteristica e sendo encontrada nas regides Norte e Nordeste do pais. O seu teor de
compostos fendlicos totais ¢ o maior ja determinado para propolis brasileiras de acordo com Alencar et al (2007),
0 que a torna interessante para aplicagdes em produtos alimenticios e farmac€uticos. A técnica de
microencapsulacdo por coacervacao complexa baseia-se na interagdo eletrostatica entre biopolimeros e ¢ muito
aplicada para a protecdo de compostos hidrofobicos. Dessa maneira, a microencapsulacdo por coacervacao
complexa da propolis vermelha pode ser benéfica, pois mascara o sabor amargo e protege os compostos bioativos
presentes nesta resina, melhorando a estabilidade e a vida 1til dos produtos que a utilizam. Com isto em vista, o
objetivo deste trabalho foi encapsular o extrato etandlico da propolis vermelha (EEPV) por coacervagao
complexa, secar os coacervados pela técnica de spray-drying e caracterizar os pds obtidos.

METODOLOGIA:

O EEPV utilizado foi adquirido comercialmente da marca Beeva (Marechal Deodoro, Brasil). Os
materiais de parede, gelatina (bovina, pl 5.9) e goma arabica, foram obtidos das empresas Gelita (Cotia, Brasil) e
Nexira (Sao Paulo, Brasil), respectivamente. O isolado da proteina do soro de leite (WPI), agente carreador usado
para a secagem dos coacervados, foi gentilmente doado pela Vogler (Sdo Bernardo do Campo, Brasil). O 6leo de
girassol foi adquirido no mercado local. Os outros reagentes foram adquiridos com grau analitico necessario para
0s experimentos.

Producao dos coacervados

Foram utilizadas duas estratégias para a Tabela 1. Variaveis usadas nos testes de microencapsulagdo

microencapsulagdo do EEPV: (i) incorporagdo
direta do EEPV nas solugdes biopoliméricas, Teste Meétodo pH

denominada “Método Direto - MD” (Nori et al.,

.. ) . 1 Método Direto 4,0
2011), e (ii)) preparo de uma emulsdo primaria

seguida de coacervacdo, denominada “Coacervado 2 Meétodo Direto 3,0

Emulsionado - CE” (Santos et al., 2015).

No MD, prepararam-se solugdes de gelatina 3 Meétodo Direto 3,5

e goma arabica a 2,5% (m/v), 100 mL cada, em 4 Coacervado Emulsionado 4,0
propor¢ao 1:1, utilizando 1,5 g de EEPV. O extrato

5 Coacervado Emulsionado 3,5

foi homogeneizado com a gelatina em Ultraturrax®

(7.000 rpm, 120 s) e, em seguida, adicionado a 6 Coacervado Emulsionado 3.0

solugdo de goma arabica a 40°C sob agitacdo de
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400 rpm. O pH foi ajustado para 4,0, 3,5 ou 3,0 com HCI 1 M. Por fim, adicionaram-se 400 mL de agua Milli-Q e
o sistema foi resfriado a 10°C em banho de gelo.

Na segunda estratégia, denominada CE, também foram realizados testes com trés valores de pH (4,0; 3,5 ¢
3,0). Inicialmente, 5 g de EEPV foram misturados com agua Milli-Q (1 g de propolis para 0,3 g de agua) e, em
seguida, adicionaram-se 10 g de 6leo de girassol. A essa mistura, incorporou-se 0,008 g de Polirricinoleato de
Poliglicerol (PGPR) por grama total e a emulsdo primaria foi homogeneizada em Ultraturrax® (12.000 rpm, 4
min). Posteriormente, essa emulsdo foi adicionada a solugdo de gelatina 2,5% (m/v) na propor¢ao de 3,3 g de
emuls@o para 100 mL de gelatina, sendo homogeneizada a 10.000 rpm por 3 min. Para a formagao do coacervado,
a solucdo de goma arabica 2,5% (m/v) foi adicionada em volume igual ao da gelatina utilizada, ajustando-se o pH
para 4,0; 3,5 ou 3,0 com HCI 1 M. Apos resfriamento a 10°C, amostras foram analisadas por microscopia Optica
(10x) para determinar as condi¢des ideais de microencapsulacdo, que foram pH 3,5 para o MD e pH 4,0 para o
CE. Todas as variaveis usadas nos testes estdo indicadas na Tabela 1.

Os coacervados foram secos por spray-drying (Buchi B-290, Suiga) em trés condigdes: sem carreador,
com WPI 0,63% e com WPI 1,25%, resultando em seis pos diferentes. O processo foi realizado com bico
atomizador de 0,7 mm, vazdo de ar de 35 m3/h, alimentacdo de 6 mL/min e temperatura de entrada de 180°C.
Caracterizacio dos pos

A atividade de 4gua das amostras de p6 de EEPV foi medida usando o Aqualab 4TE (Decagon Devices,
Pullman, WA, EUA), com valores sendo expressos entre 0 ¢ 1. Para o tamanho médio e distribuicdo de tamanho,
foi feito uso do Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, UK), com etanol para a dispersdo dos
coacervados. Os parametros de cor das formulagdes de p6 contendo EEPV foram avaliados utilizando a escala
CIELab (L*, a*, b*) por meio de um colorimetro (MSEZ 1049, HunterLab, Reston-VA, EUA). No caso da
higroscopicidade, pesou-se 1 g de cada pé em duplicata e depois eles foram armazenados em dessecador com
solucdo saturada de NaCl 75% a 45°C. Pesagens semanais foram realizadas até que houvesse a estabilizacdo. O
calculo da higroscopicidade se deu pela Equacdo 1 com o resultado expresso em porcentagem.

Higroscopicidade (%) = Zmassadedgua o q0() (Equagéo 1)

massa seca

A morfologia das amostras foi analisada por MEV (Leo 440i, Inglaterra) com detector EDS, apos fixagao
em fita de carbono e revestimento com ouro. As micrografias foram obtidas a 15 kV e ampliagao de 5000x.

Ja para a parte de analises quimicas, os teores de fendlicos totais presente nas microcapsulas e na
superficie das mesmas foram quantificados para o calculo eficiéncia de encapsulacdo (E.E.), por meio do método
de Folin-Ciocalteau. Para a extragdo destes compostos bioativos pesou-se 0,1 g de amostra, misturando com 2,5
mL de solugdo de NaOH 0,1M e 5 mL de acetona acidificada. Os tubos foram agitados em vortex por 30 min a
2000 rpm em agitador Multi-reax (Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Alemanha) e depois
centrifugados a 6600g por 5 min (Allegra X30-R, Beckman Coulter, EUA, CA). Para a superficie dos
coacervados, foi feita uma lavagem com etanol 99,5% também homogeneizada em vortex e centrifugada. Os
sobrenadantes foram coletados para as andlises. O calculo da E.E. foi determinado pela Equagao 2.

Fendlicos totais — Fenolicos de superficie ~
0, =
EE (%) Forslioos totais X 100 (Equagdo 2)

A atividade antioxidante do EEPV e dos pds de propolis foi avaliada pelos métodos DPPH
(Brand-Williams et al., 1995; Melo et al., 2015), ABTS (Re et al., 1999; Al-Duais et al., 2009) e FRAP (Benzie ¢
Strain, 1996). As analises foram realizadas por espectrofotometria nos comprimentos de onda especificos apos
incubacao com os reagentes de cada método.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Nos testes 1 e 2, as microparticulas ficaram muito agregadas; nos testes 3 e 4, ficaram relativamente bem
separadas; e, nos testes 5 e 6, formaram-se particulas muito pequenas com muitas bolhas de ar, indicando
condi¢des ndo ideais. Apos a analise microscopica, verificou-se que os testes 3 e 4 apresentaram as melhores
particulas em termos de morfologia.

A Figura 1 apresenta o aspecto dos pos e morfologia dos coacervados secos obtidos por spray-drying. As
micrografias A, B e C referem-se aos coacervados preparados pelo MD (escala de 2 um). A micrografia A mostra
o coacervado controle, sem a adi¢do de carreador, enquanto as micrografias B e C correspondem as amostras
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adicionadas de proteina isolada do soro do leite (WPI) nas concentragdes de 0,63% e 1,25%, respectivamente. Ja
as micrografias D, E e F apresentam os CE, sendo que a micrografia D representa a amostra controle, sem adi¢ao
de carreador, e as micrografias E e F correspondem as amostras contendo WPI a 0,63% e 1,25%, respectivamente.

Apos a secagem, observa-se que as particulas apresentaram formato predominantemente esférico. O MD
resultou em particulas com superficies mais lisas, embora a incorporagdo do agente carreador tenha promovido o
surgimento de rugosidades. Por outro lado, as particulas obtidas por CE apresentaram maior rugosidade e colapso
estrutural aparente, possivelmente devido as tensdes superficiais geradas durante o processo.

A Tabela 2 apresenta os resultados dos parametros fisicos dos pos. A atividade de agua variou entre 0,22 ¢
0,28, sem diferenga significativa entre
os tratamentos. Todos os pos
apresentaram a,, menor que 0,6, sendo

Figura 1. Aspecto dos pds e morfologia dos coscervados secos por spray-drying.

microbiologicamente estaveis. Estes
valores sdo menores que os obtidos por
Lima (2020), que também produziu e
caracterizou pos de EEPV comparando
liofilizagdo e  spray-drying como
técnicas de secagem e usando goma
xantana, proteina isolada de soja (SPI) e
WPI como agentes encapsulantes. Em
relagdo aos pardmetros de cor das
particulas, ela variou de vermelho claro
a branco, o que pode ser observado
pelos valores de L* e a*, que variaram
de 68,58 a 85,10 ¢ de 4,14 a 7,84. E
possivel perceber que a presenga do
WPI aumentou L* e diminui o a*,

fazendo com que as amostras se afastassem do vermelho e ficassem mais brancas. Quanto a higroscopicidade,
todas as amostras apresentaram grande potencial para adsorver dgua do ambiente, com valores variando entre
281,6% e 483%. Esses resultados indicam um comportamento altamente higroscopico, que pode impactar
diretamente a estabilidade fisico-quimica e funcional dos pods durante o armazenamento. Os materiais
encapsulantes utilizados, como gelatina, goma arabica ¢ WPI, sdo hidrofilicos, o que corrobora os elevados
valores de higroscopicidade observados. Dessa forma, torna-se evidente a necessidade do uso de embalagens com
barreira eficiente a umidade

para garantir a estabilidade e a Tabela 2. Caracterizacdo fisica dos pos de EEPV
conservagao dos pos. Amostra aw (}g;%roscommdade L* 2% b*
0

A Tabela 3 apresenta a
. L 1 MD-Controle 0,28+0,00 352,67+13,33 68,58+1,31 | 7,84+0,19 |12,64+0,31
variacdo nos tamanhos médios D WoL

das particulas. Percebe-se que | ¢30, 0,23+0,00 309,46+18,47 78,1740,79 | 5,25+0,02 | 9,30+0,01
nos MD, 0s tamanhos | MD WPI

diminuiram com a presenga do |1,25% 0,22+0,00 281,60+19,81 79,73+0,00 | 5,19+0,00 | 9,62+0,00

carreador, que pode ter deixado |CE-Controle | 0,22+0,01 |  483,10463,71 74,454133 | 7,0320,13 |[13,70+1,13
as particulas menos agregadas |CE WPI10,63% [ 0,23+0,00 473,56+ 85,10+£1,62 | 4,14+0,10 | 8,86+0,32
umas as outras. Este |CE WPI1,25% | 0,23+0,00 443,24+82 .56 84,08+0,59 | 4,54+0,01 |10,11+0,20
comportamento ndo é observado

quanto aos CEs, principalmente quando a maior quantidade de WPI foi usada e proporcionando o maior tamanho
de particula. Quanto a distribui¢do de tamanho, a Figura 2 apresenta os histogramas de todos os pos produzidos. E
possivel notar que, no caso do MD, a distribui¢do apresentou comportamentos unimodais, com variagao entre 0,2
a 50 mm e sem carreador a variacdo nos tamanhos foi mais ampla, de 0,3 a 100 pm aproximadamente. Com
relacdo aos CEs, eles apresentaram uma distribui¢do similar a bimodal, indo de 0,3 a 150 pwm, com um segundo
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pico pequeno na faixa de 100 a 150 pm. O CE WPI 0,63% apresentou a maior das varia¢des, indo de 0,2 a 500

um.
Quanto as caracteristicas quimicas dos

pos, mostradas na Tabela 4, ¢ possivel notar que
a E.E. foi maior para aqueles produzidos pelo
MD, variando de 62,86 a 90,52%. Quanto maior
a quantidade de WPIL, menor a eficiéncia e
também o teor de fendlicos totais, o que indica
uma interacao deste carreador com os compostos
bioativos da propolis vermelha. Estes resultados
foram superiores aos apresentados por Lima

Figura 2. Histograma da distribui¢gao de tamanho dos pos

= MO controle

Tabela 3. Tamanho médie de particula dos pos

Amostra D [4,3] (um) D[3.2] (pm)

MD controle 16,97 +1,74 5,73 20,45

MD WPI0,63% 9,89 20,51 4,50 0,19

MD WP 1,25% 9,80 20,25 4,43 20,06

CE controle 17,98 +1,06 5,49+0,26

CE WPI0.63% 18,6541 46 4001041

CE WPI 1,25% 59.93+57,73 4,91+0.35

(2020) e Nori et al (2011). No estudo de Santos et al. (2015), que microencapsularam xilitol usando a estratégia

da producdo de uma emulsdo primdria, os valores de eficiéncia
de encapsulacdo (E.E.) variaram entre 31,42% e 71,93%. Os
valores de E.E. obtidos nos coacervados emulsionados neste
trabalho ficaram abaixo desses valores. E importante ressaltar
que o extrato de propolis vermelha apresenta uma composicao
complexa, contendo compostos com diferentes coeficientes de
particdo. Dessa forma, alguns desses compostos podem nao
apresentar  afinidade com a emulsdo primaria e,
consequentemente, ndo terem sido encapsulados. Além disso,
outro fator que pode ter influenciado ¢ a proporcdo entre os
materiais de nucleo e parede, afetando a eficiéncia do
encapsulamento. Além disso, como o material de nucleo foi
mantido constante ¢ o WPI adicionado como material
carreador, observou-se uma dilui¢do no teor de fenodlicos totais

Tabela 4. Caracterizacdo quimica dos pés de EEPV
Eficiéneia d~e Teor de fendlicos totais
Amostra Encapsulagdo (mg AGE/g de po)
(E.E.) (%) g gdep
MD-Controle | 2022007 28,14=0,98
MD WPI 0,63% | 80-83%0,29 23,5220,88
MD WPI 1.25% | 62-862:23 20,090,53
CE-Controle 19,28+0,78 23,81+0,33
CE WPI0,63% | 31,20 19,05+0,11
CE WPI 125% | '263%0.18 11,86£0,11

da formulagdo, refletida também na E.E., indicando que o uso do WPI pode impactar ambos os parametros.
A Figura 4 mostra que o EEPV apresentou maior atividade antioxidante do que os po6s de propolis em
todos os ensaios, devido a auséncia de Figura 4. Atividade antioxidante do EEPV e dos pos
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ser explicado por diferengas na composi¢do dos extratos, formulagdo das particulas e concentragdo de extrato.

Além disso, os biopolimeros utilizados (gelatina, goma arabica e WPI) apresentaram leve atividade antioxidante
propria. Os resultados de FRAP confirmaram a maior capacidade redutora do EEPV e a atividade nos pos,

indicando que a encapsulagdo influencia a interagdo dos compostos bioativos com os radicais, podendo impactar

na sua disponibilidade.

CONCLUSOES:

Foram desenvolvidos pés de extrato etandlico de propolis vermelha (EEPV) por coacervacdo complexa

seguida de spray-drying. Os pos apresentaram alta higroscopicidade, indicando necessidade de embalagens com
barreira 4 umidade. A eficiéncia de encapsulamento foi maior no MD, sugerindo maior afinidade dos compostos
fenolicos pelos materiais de parede do que pela emulsdo. O estudo mostrou potencial para produgdo de pd de

propolis para produtos de baixa umidade, como suplementos, cosméticos e alimentos secos.
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