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RESUMO

A prépolis possui diversas caracteristicas que dificultam o seu consumo in natura,
como baixa biodisponibilidade, hidrofobia, fotofobia, além de aroma e sabor forte.
Assim, este trabalho, foi formulado e produzido extratos de prépolis e nanoparticulas
biopoliméricas contendo compostos fendlicos da prépolis com parede de amido de
mandioca e batata, para utilizacdo na industria de alimentos. Os extratos da prépolis
foram obtidos a partir da moagem da prépolis e extragao com etanol 96%, passando
por um processo de ultrassom e centrifugacao, e as nanoparticulas foram obtidas
pelo método de nanoprecipitacdo antissolvente. O extrato obtido da propolis
demonstrou valores altos de capacidade antioxidante: 763,36 mg EAG/g de CFT,
727,60 umol TROLOX/g de propolis para o DPPH e 2512,33 uymol TROLOX/g de
propolis de ABTS. Quanto as caracteristicas das nanoparticulas, estas
apresentaram diametro de particula entre 6,5 nm até 459 nm, com estabilidade
moderada, atividade de agua de 0,183, caracterizando-as com baixo teor umidade e
menor tendéncia ao crescimento de microrganismos. a nanoparticulas também
apresentaram uma estrutura cristalina tipo V e foi relatado uma diminuicdo no
conteudo de agua nas nanoparticulas que continham proépolis. Tendo em vista os
resultados obtidos no trabalho, sdo necessarios mais estudos para que a as
nanoparticulas produzidas possam ser utilizadas na industria de alimentos.

Palavras-chave: Propolis; Nanoparticulas; Amido.



ABSTRACT

Propolis has several characteristics that make its use in natura difficult, such
as low bioavailability, hydrophobia, photophobia, in addition to a strong aroma and
flavor, due to these characteristics, in this work, propolis extracts and biopolymeric
nanoparticles containing phenolic compounds were formulated and produced of
propolis with a cassava and potato starch wall, for use in the food industry. The
propolis extracts were obtained from propolis milling and extraction with 96% ethanol,
through an ultrasound and centrifugation process, and the nanoparticles were
obtained by the antisolvent nanoprecipitation method. The extract obtained from
propolis showed high values of antioxidant capacity: 763.36 mg EAG/g of CFT,
727.60 pmol TROLOX/g of propolis for DPPH and 2512.33 pmol TROLOX/g of
propolis for ABTS. As for the characteristics of the nanoparticles, the size was
between 6.5 nm to 459 nm, with moderate stability, water activity of 0.183,
characterized as low humidity and not susceptible to the growth of microorganisms,
and in relation to the structure, it presented a V-type crystalline structure and a
decrease in the water content of nanoparticles containing propolis was reported. In
view of these results, it is possible to say that the nanoparticles produced can be
used in the food industry.

Keywords: Propolis; nanoparticles; Starch.
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1INTRODUGAO

A prépolis € uma substancia resinosa, produto do processamento de
plantas, flores e seivas produzidas pelas abelhas, substancia heterégena que pode
conter ceras, Oleos, acidos graxos, além de minerais e compostos organicos. A
propolis € utilizada desde os primordios ndo s6 como fonte alimentar, mas também
consumida por suas propriedades antissépticas, antioxidantes e anti-inflamatérias,
sendo assim, muito utilizada na industria farmacéutica, cosmética e alimenticia
(ALMUHAYAWI, 2020).

Figura 1 - propolis verde em um coletor inteligente.

Fonte: BERRETTA (2017)

Geralmente, a prépolis € consumida na forma de extrato, que pode ser
obtido por uma variedade de métodos, sendo os mais comuns a maceragao,
extracdo soxhlet, extragdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por
micro-ondas e extragdo com CO, supercritico, sendo etanol o solvente mais utilizado
e, com o qual, se tem melhores resultados. A escolha do método de extragao é
importante, pois impacta principalmente na funcionalidade bioativa da propolis. Além
do método, a composicao inicial da prépolis também vai afetar a qualidade bioativa
do extrato. Diferentes regides geograficas produzem diferentes composigdes de
propolis (IRIGOITI et al., 2021).
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Ainda que o processo de extracdo da prépolis seja feito de maneira
adequada, ainda tem outro fator importante a ser considerado quando utilizado o
extrato de propolis para agregar fungbes bioativas aos produtos, os compostos
bioativos da propolis sdo sensiveis a luz, hidrofébicos e possuem baixa estabilidade
térmica e oxidativa. Portanto, a utilizacao direta do extrato pode nao ser tao efetiva.
Para melhorar a sua aplicagao pode ser utilizadoa técnica de Nanoprecipitagao para
a formacdo de nanoparticulas onde se espera uma maior estabilidade dos
compostos ativos (PANT et al., 2022).

O encapsulamento € uma técnica, a qual se tem o aprisionamento das
substancias, mantendo essas substancias desejadas dentro de uma matriz, que
pode fornecer a preservacdo dos compostos bioativos, maior solubilidade e
qualidade sensorial (MOHAMMADIAN et al., 2020). Essas matrizes ou paredes que
encapsulam o extrato da prépolis, podem ser produzidos a partir de diversas
matrizes poliméricas, como o amido. Além do amido ser atdxico e biodegradavel,
possui alta disponibilidade, podendo ser extraido de uma variedade de vegetais, o
tornando um produto de baixo custo e renovavel (SAMSUDIN; HANI, 2017).

Atualmente, existe uma pequena quantidade de trabalhos publicados sobre
o encapsulamento do extrato de propolis dentro de uma parede de amido. Este
trabalho tem como objetivo estudar a extragdo dos compostos ativos da propolis,
assim como a formulacéo e producido de nanoparticulas biopoliméricas de amido de
batata e mandioca, contendo compostos fendlicos da propolis. O trabalho tem
comoom o objetivo de ter um produto que tenha as propriedades antioxidantes da
propolis e as propriedades mecanicas das nanoparticulas de amido, para a

utilizagdo nas industrias farmacéuticas, alimenticias e quimicas.

1.1 OBUJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Produzir e caracterizar nanoparticulas a base de amido e prépolis.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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Produzir um extrato de propolis que mantenha a atividade dos seus
compostos bioativos.

Caracterizar propriedades fisico-quimicas do extrato da proépolis.

Produzir nanoparticulas a base de amido de batata, mandioca e propolis.

Caracterizar propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas.
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2 RevisAo BIBLIOGRAFICA

2.1 PropoLis

A propolis € uma substancia viscosa, encontrada em plantas, composta
principalmente por resinas, balsamos, ceras, 6leos essenciais e aromaticos, acidos
graxos, polen e outras substancias organicas e minerais. A composig¢ao da propolis
depende da planta de origem, podendo ser classificada em dois grandes grupos, a
propolis de regido temperada e de regido tropical. Outro fator pode alterar as
caracteristicas da prépolis € o solvente utilizado na extracdo, usualmente utilizado
etanol, por ser atéxico e facilmente removido apds o processo, mas podendo ser
feito com agua, metanol, cloroférmio entre outros. A propolis retirada da matriz
vegetal passa por um processo de moedura e, em seguida, é dissolvida e filtrada,
obtendo assim o extrato de propolis (IRIGOITI et al., 2021).

Na natureza, a propolis tem como funcédo selar a colmeia, além de servir
como isolante térmico. Ela ainda auxilia na contencdo de entrada de
microrganismos, como virus, bactérias, fungos e protozoarios (FARAG et al., 2021).
A aplicacdo da propolis em alimentos se da principalmente pela capacidade
antioxidante e antimicrobiana, que pode ser empregada para substituir preservativos
artificiais, Contudo, a sua utilizacdo ainda apresenta desafios, fazendo-se
necessarios estudos adicionais para sua implementacdo, devido a sua baixa
solubilidade em agua, forte odor e sabor, que podem alterar as caracteristicas
sensoriais do produto, além de variagcbes que podem ocorrer durante o
processamento do alimento (POBIEGA; KRASNIEWSKA; GNIEWOSZ, 2019).

A extracdo tem um papel relevante para o aproveitamento da propolis,
sendo que diferentes métodos de extragdo resultam em extratos de prépolis com
composigoes diferentes, afetando assim o potencial bioativo dela. Os métodos mais
comuns para a extracdo da propolis sdo a maceracao, extracdo soxhlet, extracao
assistida por ultrassom, extracdo assistida por micro-ondas e extragdo com CO,
supercritico. Segundo (BANKOVA et al., 2021), desses métodos o mais adequado,
levando em conta o tempo de extragdo, rendimento e custo-beneficio, € o método de

extracdo assistida por ultrassom.
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A extracdo assistida por ultrassom é considerada uma alternativa mais
adequada, devido ao seu menor tempo de extragdo, combinado com menores
quantidades de solvente e energia. O método se baseia em provocar cavitagoes
acusticas na amostra, onde se tera maiores temperaturas e pressdes nessas areas,
assim diminuindo o tamanho das particulas e consequentemente aumentando a
transferéncia de massa. Além da escolha de um método adequado, outros
parametros de extragdo também precisam ser avaliadas como, a concentragao de
solvente, temperatura e tempo de extragéo (YUSOFF el al., 2022).

Um estudo realizado por Oroian, Ursachi e Dranca (2020), avaliou a
extracdo de prépolis pelo método de extragdo assistida por ultrassom, com a
variagao dos fatores temperatura, tempo, concentracdo de etanol e frequéncia de
ultrassom, avaliando parametros como total de compostos fendlicos, teor de
balsamo e total de flavonoides.foi concluido que as variaveis que tem maior impacto
sdo a concentracao de etanol e frequéncia de ultrassom e que o método de extragao
assistida por ultrassom € adequado para a extragdo de compostos fendlicos da
prépolis.

O efeito da adicao de propolis em coberturas foi observado por Mehdizadeh
e Langroodi (2019), que realizaram um estudo utilizando quitosana como matriz e
incorporando a propolis e dleo de Zataria multiflora em peito de frango. foi concluido
que a mistura entre quitosana e propolis reduziu a populagao de bactérias, a mistura
com quitosana confere uma maior estabilidade ao extrato de propolis por um maior
tempo, isso permite o extrato hidrolisar a camada peptidoglicano que envolve o
citoplasma das bactérias, aumentando o efeito antibacteriano da cobertura de
quitosana.

No estudo feito por Moreno et al. (2020), aplicando o extrato de propolis em
filmes de gelatina para a aplicagdo em framboesas, foi relatado que essa adigao
além filmes mais elasticos, também ampliou as propriedades antifungicas contra a
maioria dos fungos patogénicos. No mesmo estudo foi feito o encapsulamento do
extrato de propolis em capsulas de zeina, para aplicacdo nos mesmos filmes de

gelatina e foi relatado uma melhor preservagao em termos de deterioragao fungica.

2.1.1 Composicao da Préopolis
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De acordo com a regiao onde foi produzida a propolis, é possivel ter uma
variedade de cores, podendo ir de um verde amarelado até prépolis em tons de
marrom. Possui um ponto de fusao entre 60 e 70°C, apesar de alguns tipos chegar
até 100°C. Alem da cor e ponto de fusdo, suas propriedades biologicas também
variam de acordo com a sua origem. A prépolis € utilizada na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmeética, devido suas propriedades antisséptica, antioxidantes,
anti-inflamatéria, entre outras. Pode ser encontrado comercialmente, na forma de po,
capsulas, pastilhas entre outros (ANJUM et al., 2019).

A composigdo da propolis varia de acordo com sua origem. porém, sua
composicao €, em geral, composta por resina e balsamos (50-60%), ceras e acidos
graxos (30-40%), 6leos essenciais (5-10%), além de aminoacidos, micronutrientes e
vitaminas (5%). A propolis também possui compostos como polifendis, terpenos,
esteroides e agucares, sendo que grande parte de suas atividades biolégicas se da
pela presenca de flavonoides, acidos fendlicos e ésteres (KOCOT et al., 2018). A
propolis ainda pode possuir mais de 300 componentes quimicos, tornando um
desafio a obtencdo de um produto uniforme (FARAG et al., 2021). Sua concentragao
de compostos varia de acordo om a época de colheita, origem geografica, da
espécie de abelha que produziu as propolis e do método de extragao utilizado.
Esses fatores também afetam a coloragao, aroma e textura e, portanto, as propolis
variam muito no seu perfil quimico (CHANG; LEONG; CHUA, 2021).

2.1.2 Propriedades bioldgicas e antioxidantes da prépolis

O extrato de prépolis pode apresentar diversas propriedades quimicas e
bioldgicas de interesse para a industria alimenticia, farmacéutica e quimica, como
atividade antioxidante, antiviral, anti-inflamatéria, imunomoduladora, anticancer,
hepatoprotetora, antifungico e antialérgico. A capacidade antioxidante do extrato de
propolis se da pela presenga de flavonoides e polifendis em sua composigao, esses
compostos tém a capacidade de neutralizar radicais livres evitando a oxidagao
lipidica e podendo assim estender a vida util do produto (SALLEH et al., 2021).

A prépolis possui também capacidade antimicrobiana, que atua contra uma
variedade de microrganismos, como bactérias, fungos, virus e parasitas, e é

utilizada vastamente na industria de alimentos, seu potencial de redugao microbiana
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se da pela presenca de flavonoides, acidos fendlicos, aldeidos terpenos e cetonas
(ALMUHAYAWI, 2020).

2.2 AMIDO

O amido é um carboidrato que pode ser obtido de cereais, frutas, tubérculos
e raizes, e possui diversas utilidades na industria de alimentos, como agentes
espessantes, formadores de glicose ou frutose, substitutos de gordura e como
componentes de embalagens. Pode apresentar ainda capacidade de formagao de
gel, agente estabilizante e retentor de umidade, além de ser um composto renovavel
e biodegradavel (SCHMIELE; SAMPAIO; PEDROSA SILVA CLERICI, 2018).

Em matrizes vegetais o amido é formado nos cloroplastos e utilizado como
fonte de energia, além de poder ser reservado nos amiloplastos. O amido é
constituido, principalmente, por dois polimeros: amilose e amilopectina, podendo
ainda apresentar constituintes menores como lipidios, proteinas e fosfatos,
diferentes tipos de amidos podem ser obtidos dependendo da matriz, variando a
proporcao de amilose e amilopectina e a presenca ou ndo de componentes menores
(BELLO PEREZ; AGAMA-ACEVEDO, 2017).

Materiais a base de amido vém sendo mais estudados para a aplicagédo em
embalagens, porque apresentam diversas caracteristicas desejadas para esse ramo
da industria, como a acessibilidade, prego, ser um material atéxico, biodegradavel e
a versatilidade do amido, ademais o amido n&o transmite nenhum gosto que pode
impactar as propriedades do alimento o qual esta em contato. Apesar dessas
vantagens, ainda existem limitagdes para o uso do amido em embalagens, devido a
sua estrutura quimica, que apresenta pobres propriedades mecanicas e baixa
barreira a agua, podendo absorver agua quando exposto a altas umidades e assim
também comprometendo a barreira a gases (SAMSUDIN; HANI, 2017).

2.3 NANOENCAPSULAGCAO

O encapsulamento € uma técnica a qual que se baseia no aprisionamento
de substancias, sendo que a substancia de interesse bioativo fica presa dentro de
uma matriz que ¢é utilizada como parede, formando particulas de compostos

bioativos revestidos por um certo material. Essa técnica possibilita a preservacao
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dos compostos bioativos, maior solubilidade, melhor qualidade sensorial, maior vida
util e melhor transporte (MOHAMMADIAN et al., 2020).

Técnicas de encapsulamento tém se mostrado métodos adequados para a
modificacdo de compostos bioativos. Embora possam promover diversas fungoes,
como agentes antioxidantes, antibacterianos e anti-inflamatérios, os compostos
bioativos possuem limitagdes, podem apresentar baixa solubilidade, se tornar
instaveis durante o processamento e possuir baixa biodisponibilidade. A amorfizagao
durante o encapsulamento pode promover maior solubilidade do composto, também
se tem uma maior protecdo a fatores externos e ainda pode promover um sistema
de liberacdo do composto de forma controlada e estendida. Para que esses
compostos sejam mais bem aproveitados se torna necessario a utilizacdo de
técnicas que garantam a preservagédo de suas fungdes bioativas (MUDALIP et al.,
2021).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para o encapsulamento de compostos
bioativos, tais como coacervagao, Nanoprecipitagdo, spray dryer, liofilizagdo, dentre
outras. A escolha do método a ser utilizado, depende dos aspectos e caracteristicas
da matriz que sera utilizada como carregador e as dos compostos que serao
nanocapsulados (SMAOUI et al., 2021). Uma série de materiais podem ser utilizados
como materiais de revestimento ou de parede, para encapsulacdo de compostos
bioativos (nanocarregadores), tais como hidrocoloides, carboidratos, celulose,
proteinas e lipidios (MARCILLO-PARRA et al., 2021).

2.3.1 Nanoprecipitagao

O método de Nanoprecipitagcao descrito por Fessi et al. em 1989, é uma das
técnicas utilizadas para a producdo de nanoparticulas. Nessa técnica se tem a
formagao de goticulas, devido a turbuléncia interfacial entre fases imisciveis quando
misturadas. Primeiramente,a solugdo de polimero (fase aquosa) é aquecida até a
sua gelatinizacdo. Em seguida, a solucao é resfriada e o polimero é precipitado, com
a adigao gota-a-gota de uma solugao organica, a qual induz a supersaturagao e gera
um gradiente de concentracdo do polimero entre diferentes fases (solvente e
diluente), para que ocorra a precipitacdo do soluto (DONG et al., 2022). A forga

motriz &€ gerada devido ao desequilibrio entre a solugéo organica e fase aquosa. A
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agitacdo magnética junto com o excesso de agua e hidrofobicidade do polimero, faz
com que seja formado goticulas de polimero e assim é gerado as nanoesferas ou
nanocapsulas com o composto ativo. O composto ativo fica disperso ao longo de
toda matriz polimérica, enquanto nas nanocapsulas o composto fica retido no centro.
E necessario também um método de secagem para remocdo da agua das
nanoparticulas, onde pode ser utilizado a liofilizagdo ou ultracentrifugacao (RIVAS et
al., 2017).

O método de Nanoprecipitagdo € vantajoso pois gera nanoparticulas mais
homogéneas, pode ser utilizado solventes atoxicos como o etanol e cloreto de
metileno, possui baixo custo, menor risco de contaminagdo da amostra e facil
reprodutividade (CAMPELO; SANT'ANA; CLERICI, 2020).

2.3.2 Nanoparticulas de amido

Quando o amido é extraido da sua matriz, ele € denominado amido nativo e
quando ele passa por processos fisicos, quimicos ou enzimaticos, passa a se
chamar amido modificado, devido a mudanca em suas propriedades. O amido nativo
possui limitagcdes para sua aplicagao na industria, pois é facilmente hidratado, o que
pode causar o inchago e a ruptura, causando perdas de viscosidade. O
desenvolvimento de nanoparticulas de amido € uma das solugbes possiveis para
aperfeicoar as propriedades de amido para sua melhor utilizagdo na industria
(CHAVAN et al., 2021).

O método convencional para a producido de nanoparticulas de amido é por
hidrolise acida, utilizando acido sulfurico (H,SO,) ou cloridrico (HCI), a temperaturas
de 25 a 55 °C. A concentragdo de acido e amido, além da agitacdo e tempo de
reacao também devem ser levadas em consideragdo, tendo a reagdo como objetivo
a reducdo da cadeia do amido até chegar em nanocristais de amido. Outros
métodos para a formagao de nanoparticulas de amido incluem a desramificacao
enzimatica, que utiliza enzimas para digerir as correntes do amido, extrusao, que se
baseia na pressdo mecanica e ultrasonicacdo, na qual uma cavitagao ultrassonica é
produzida gerando microbolhas, que, quando colapsadas, aumentam a pressao e

temperatura do meio, causando assim a degradacédo das moléculas de amido. Os
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métodos alternativos tém como objetivo reduzir o tempo de processamento e
formagao de sais (KUMARI; YADAV; YADAV, 2020).

A utilizagdo de amido no estado de nanoparticulas € interessante pois € uma
forma de aperfeigoar propriedades mecanicas em filmes e coberturas comestiveis,
aumentando a barreira contra agua, maior flexibilidade e resisténcia a impactos,
além ser uma alternativa para a adicdo de compostos bioativos que incorporem
propriedades antioxidantes ou antimicrobianas. A utilizagdo de nanoparticulas de
amido na industria de alimentos ainda estda em estados iniciais, mas ja se revela
uma alternativa promissora (CAMPELO; SANT'ANA; CLERICI, 2020) .

Ainda hoje se tem poucos registros da utilizagdo de nanoparticulas a base
de amido em coberturas comestiveis, um exemplo dessa utilizagao foi feito por
Alizadeh, Yousefi e Ahari (2019), que além da nanoparticula de amido, utilizou
também o extrato de limdo a fim de estender a vida util do filé de frango. Foi
investigado por 14 dias os efeitos da cobertura e relatado um efeito positivo sobre a
redugdo da contaminacdo microbiana, reducéo da deterioracdo oxidativa, além de

reducao na perda de umidade de frango.

2.3.3 Nanoparticulas biopoliméricas contendo compostos fendlicos da

propolis

A propolis € bastante conhecida pela sua composi¢cdo, que apresenta
diversos compostos fendlicos, gerando assim grande interesse por parte da industria
alimenticia, farmacéutica e de cosméticos. No entanto, embora tenha diversos
compostos ativos interessantes para o uso, a propolis apresenta diversas
caracteristicas naturais, as quais dificultam seu uso, como sua baixa
biodisponibilidade, muitos compostos hidrofobicos e fotofébicos, além de possuir
aroma e sabor caracteristicos muito fortes, dificultando assim sua utilizagdo na
industria alimenticia. Assim, estudos para a utilizagdo da propolis encapsulada tém
sido feitos e mostrado o encapsulamento como uma alternativa para a utilizacédo da
prépolis, melhorando suas propriedades fisico-quimicas como a solubilidade em
agua, tempo de degradacao, biodisponibilidade e até mesmo sua estabilidade
térmica (TAVARES et al., 2022).
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Na literatura é possivel encontrar algumas pesquisas que utilizam de
diferentes técnicas de encapsulamento e diferentes materiais de parede para
estabilizar os componentes bioativos, focando principalmente no aspecto
fisico-quimico do material utilizado como parede, no tamanho das nanoparticulas
formadas, o quanto o encapsulamento foi eficiente, potencial zeta e potencial
antimicrobiolégico (ALUDATT et al., 2022).

As Nanocapsulas tem a capacidade de reter compostos bioativos, como
observado por Andrade et al. (2018), que utilizou o processo de spray drying para
produzir nanoparticulas de goma arabica com compostos fendlicos da propolis,
utilizando diferentes tipos de prépolis (marrom, verde e vermelho) e obteve uma
eficiéncia de encapsulamento entre 70 e 79%, a qual mostrou boa retencdo dos
compostos presentes nas microparticulas de propolis, sendo que as microparticulas
de propolis verde e vermelha apresentaram maiores teores de fendlicos, flavonoides
e atividade antioxidante.

Marquez et al. (2018) utilizou do método de spray drying para formular
nanoparticulas do extrato de prépolis vermelha com revestimento de quitosana e
aplicou em filés de peixe para avaliar o aumento de vida util do produto. Foi
verificado um aumento no tempo de vida util em 8 dias para os filés cobertos pelas
nanoparticulas, por meio da redugdo da oxidagao lipidica. além disso também
apresentou boa aceitagédo sensorial (aparéncia, odor, sabor e textura).

A adicao de propolis em produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos
possuem uma grande visibilidade no mercado, isso devido pelo conhecimento geral
das propriedades que a prépolis apresenta. Portanto, o desenvolvimento de novos
produtos que tenham incorporados compostos bioativos presentes na propolis, a fim
de produzir produtos mais saudaveis que apelem para um grupo de consumidores
que presam por saudabilidade, é algo interessante e de destaque para as industrias,
que podem promover o seu produto com as propriedades presentes na prépolis.
Além de adicionar propriedades bioativas aos produtos, como visto nos trabalhos
apresentados, a adicdo de nanoparticulas de amido e propolis tem potencial para
aumentar a vida util de alimentos, devido sua composicdo fendlica e atividade
antioxidante (IRIGOITI et al., 2021).

Portanto, este trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar
nanoparticulas biopoliméricas a base de amido contendo compostos fendlicos da

prépolis encapsulados, por nanoprecipitagdo em antissolvente.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL

A propolis bruta foi fornecida pela empresa Breyer & Cia Ltda de Uni&o
Vitéria — PR. Esta prépolis € proveniente do municipio de Formiga — MG e possui
coloracdo Verde, coletada no primeiro trimestre do ano de 2016. A amostra foi
acondicionada em embalagens plasticas e armazenada em freezer doméstico.
Fécula de batata (Shambala industria e comeércio de produtos naturais LTDA.
Gravatal-SC), fécula de mandioca (Bigua alimentos industria e comércio LTDA.
Pomerode-SC), alcool etilico absoluto, acido cloridrico 37%, (Neon, Brasil), cloreto
de potassio (Dinamica, Brasil), Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich), carbonato de sddio
(Dindmica, Brasil), os radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), e 2,2'- azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich), padrdes de
quercetina da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO, EUA). Todos os reagentes
utilizados sao de grau analitico.

3.2 PRODUCAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

3.2.1 Obtencao dos extratos de prépolis

Para obter os extratos da proépolis, foi realizado a moagem da matéria prima
em um moinho de facas (TECNAL, modelo TE 631/2, Piracicaba, SP, Brasil). a
propolis moida foi adicionada, com uma propor¢gédo de 1:35 (massa/volume), de
acordo com Cavalaro et al. (2019), em uma solugdo de etanol-agua com
concentracdo de 96% v/v e levada a um ultrassom de sonda (4 mm de didmetro)
(Eco-Sonics, modelo QR500, Indaiatuba, SP-BR) com temporizador digital, operado
com poténcia de 500 W (100% de amplitude) e frequéncia de 20 kHz, por 24 horas.
Ao fim desse processo, a solugao de propolis foi vertida em tubos Falcon (15 mL) e
centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos. O extrato da propolis no sobrenadante foi
filtrado em papel filtro (espec.), sendo, em seguida, armazenado a -24° C em frascos
ambar devidamente identificados. O processo foi realizado na auséncia de luz e em

temperatura ambiente (25°C).
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3.2.2 Caracterizagao dos extratos de prépolis

3.2.2.1 Atividade antioxidante (DPPH)

Um dos métodos utilizados para a determinacéo da capacidade antioxidante
dos extratos obtidos da prépolis foi a técnica de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), a
qual consiste na capacidade que as amostras de extrato tém de sequestrar o radical
estavel DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila). A amostra de extrato de propolis (100
ML) foi misturada a solugdo de DPPH (2,9 mL), deixando reagir por 30 min. Apés o
tempo de reacado, a mistura foi colocada noespectrofotometro (QUIMIS, Q898U2M5,
Diadema, Sdo Paulo) ajustado para comprimento de onda de 517 nm e utilizando
etanol puro como branco. A curva padréao de acido galico (0 - 750 yM/L), foi obtida
repetindo esse procedimento, e os resultados obtidos em umol ac. trolox/g de

propolis. As analises do método de DPPH foram feitas em triplicata.

3.2.2.2 Atividade antioxidante (ABTS)

Outro método utilizando para avaliar a atividade antioxidante foi o método
ABTS, que consiste na capacidade da amostra de sequestrar o radical ABTS
(2,2-azinobis (3- etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico). Para que o radical ABTS fosse
produzido foi feito uma reagdo composta pela solugédo de ABTS (7 mM) e solugao de
persulfato de potassio (2,45 mM) por 16 h. A solugcdo aquosa de ABTS+ é entdo
diluida (Utilizando Etanol 96%) até uma absorbancia de 0,7 (+ 0,05) com 734 nm de
comprimento de onda. Em seguida, 3000 uL da solugdo ABTSe + foram misturadas
com as diluicées (30 uL), homogeneizadas em vortex por 6 min e absorbancias lidas
a 734 nm. O padrao de referéncia foi o Trolox e os valores foram calculados a partir
de uma curva padrao (0 - 1500 pymol). Resultados foram obtidos em umol ac. trolox/g
de prépolis. Analises foram feitas na auséncia de luz e temperatura ambiente (25°C)

e em ftriplicata, e utilizando solugao de etanol puro como branco.

3.2.2.3 Compostos fendlicos totais
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Para determinacao dos compostos fendlicos totais, foi utilizado o método de
Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventés (1999), com o reagente Folin — Ciocalteau,
com modificagdes. Foi adicionado em um tubo de vidro de 10mL, 7,9 mL de agua
destilada, 0,1 mL de acido galico (0-750 ug/mL) e 0,5 mL de reativo Folin, entdo
agitado em vértex e deixado em repouso por 3 min. Apds o repouso € adicionado 1,5
mL de solugdo de carbonato de sodio 20 % (m/v). Os tubos foram agitados e e e
mantidos a temperatura ambiente e auséncia de luz por 2 h. A absorbancia foi lida
em um espectrofotometro (QUIMIS, Q898U2M5, Diadema, S&o Paulo) com 760 nm
como comprimento de onda. Foi utilizado agua como branco. O valor de absorbancia
do branco foi subtraido para cada uma das amostras, assim foi feito a curva analitica
do acido galico através da equacao da reta obtida. Os resultados foram expressos

em galico (mg EAG/g de propolis).

3.3 PRODUCAO E CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS DE
AMIDO/PROPOLIS

3.3.1 Producgao de nanoparticulas de amido/prépolis

As nanoparticulas foram preparadas utilizando uma técnica de precipitacao
de acordo com Chacon et al. (2020), com modifica¢des. foram utilizados dois tipos
de amidos diferentes: o amido de batata e amido de mandioca. Granulos de amido
de batata e mandioca (5% m/m) foram dispersos, por 30 min a 25°C, em agua
destilada. As dispersdes de amido sdo levadas ao aquecimento a 90°C, com
agitacdo mecanica de 300 rpm, por 30 min para que acontega a gelatinizagdo. Apos
a gelatinizagao, as solug¢des foram resfriadas até atingir 30°C e foi entdo adicionado
a solugéo de etanol acidificado (96% v/v), gota a gota, na proporgéo 1:1 (%v/v). A
solugao de etanol a 96% v/v foi obtida diluindo etanol absoluto em agua, e
acidificadas com uma mistura de acido cloridrico (37%), com propor¢ao de 97,3: 2,7
(%v/v). Durante 12h a pasta que foi obtida da mistura entre o0 amido gelatinizado e a
solugcdo acida de etanol foi mantida em agitagcdo magnética. Para que ocorresse a
separacao das nanoparticulas do solvente, as amostras foram centrifugadas a 4000
rom por 15 min, sendo que foram feitas quatro centrifugacdes, trés vezes com uma
solugéo de etanol em agua (80% v/v) e uma vez com alcool etilico absoluto (99,6%).

Apods a centrifugacdo as nanoparticulas foram levadas a uma estufa a 60°C por 10
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min, para que ocorresse a evaporacdo do etanol. As nanoparticulas foram
armazenadas por 48 horas a -24°C, antes que fossem levadas para a liofilizagao
(Liotop L 101). Por fim, as nanoparticulas de amido de batata e mandioca foram
maceradas e armazenadas em dessecadores com silica gel a 25°C.

Para fazer as nanoparticulas com o extrato de propolis, foi realizado o
mesmo processo acima, porém substituido a solugdo etandlica por extratos de

propolis com concentragao de etanol de 96% v/v.
3.3.2 Caracterizagao das nanoparticulas de amido/prépolis

3.3.2.1 Eficiéncia de encapsulamento superficial (EE) (%)

Foi utilizado a equagao (1), para fazer a determinacao da eficiéncia de

encapsulamento, seguindo o método de Quiroz et al. (2020).

EE(%) = 222 100 (1)

Sendo que, PI, propolis inicial, € a quantidade de compostos fendlicos totais
no extrato da propolis. PL, propolis livre, € a quantidade nao encapsulada,
determinada a partir da avaliagcdo da quantidade de compostos fendlicos no
sobrenadante das nanoparticulas, apds a primeira centrifugagdo com solugado de

etanol em agua (80% v/v), a 4000 rpm por 15 min.

3.3.2.2 Distribui¢do de tamanho de particulas e Potencial Zeta

Foi utilizando o LUMiSizer (LUM GmbH, Alemanha) e um Zetasizer Nano ZS
(Malvern, Inglaterra) para determinar o tamanho e carga superficial das
nanoparticulas, respectivamente.

As amostras contendo amido nativo (0,5% m/v) e nanoparticulas de
amido/prépolis (0,03% m/v), foram sonicadas por 30 min a 40 KHz, apds serem
dispersas em agua Mili-Q ultrapura, utilizando um banho sonificador (Ultracleaner
1650, Unique, Brasil).



31

A carga superficial de amidos nativos e nanoparticulas de amido/prépolis, foi
estudada utilizando um Zetasizer Nano ZS (Malvern, Inglaterra). Foi diluido as
amostras em agua deionizada (0,03%, m/v), mantendo o pH igual a 6 e sonicadas
por 30 min a 40 KHz.

3.3.2.3 Atividade de agua (aw)

Utilizando o hidrébmetro digital (Aqualab Modelo - Series 3 TE, Decagon
Devices, Inc., Pullman, Estados Unidos), foi possivel determinar a atividade de agua
dos amidos e nanoparticulas de amido/prépolis, pelo ponto de orvalho a 25°C.

Analises foram realizadas em duplicata.

3.3.2.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A interacdo entre o amido de mandioca e o amido de batata com os extratos
de prépolis foi estudada pela analise de espectroscopia em infravermelho. As
amostras foram embutidas em pastilhas de brometo de potassio (KBr), e analisadas
utiizando uma faixa de espectro de infravermelho de 4000 a 400 cm-1 em um
espectrofotometro (modelo Agilent Technologies — Cary 660 FTIR) com resolugéo de
4cm— 1 no , sendo realizadas 32 varreduras na Central de Andlises do
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da Universidade

Federal de Santa Catarina (EQA-UFSC), misturando as amostras com KBr.

3.3.2.5 Difragédo de raios X (DRX)

Para analisar a cristalinidade, foi utilizado o difrator de raios-X (DRX, Xpert,
Panalytical, US) equipado com radiagéo de Cu Ka (4 = 0,15418 nm), feixe de 40 kV,
e corrente de 15 mA, foi utilizado para analisar a cristalinidade das nanoparticulas.
Os difratogramas foram obtidos a 25°C, em uma faixa angular de 3° e 60° (20) e
uma taxa de escaneamento de 0.05°/min. Para determinar a distancia interplanar d

(nm), foi utilizado a lei de Bragg (Equacgao 2):

NA = 2dsinsin0 (2)



32

Onde se tem 0 A como o comprimento de onda (nm) e N, o numero inteiro de

ondas (N = 1, adimensional).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

Para a caracterizagcdo do extrato de prépolis foi realizado a determinagcdo de
compostos fendlicos totais (CFT), e para a atividade antioxidante foi realizado os
testes de DPPH e ABTS. Os experimentos foram realizados para a extragao feita
com solugéo alcool/agua 96% e banho ultrassénico (20 min).

Para o CFT foi encontrado um valor médio de 763,36 mg EAG/g de prépolis,
um dos fatores que afetam diretamente o valor de CFT é a concentracao de etanol
no processo de obtencdo do extrato. Cavalaro, Fabricio e Vieira (2020) conseguiram
um valor similar ao encontrado neste trabalho com uma concentracdo maior de
etanol, 612.14 EAG/g de propolis, utilizando o método de extragdo assistida por
ultrassom.

Atividade antioxidante, metida pelo método de DPPH, resultou em um valor
médio de 727,60 umol TROLOX/g de propolis, resultado semelhante ao trabalho de
Augusto-Obara et al. (2019), o qual obteve valores entre 682.8 e 781.2 umol
TROLOX/g de propolis para o extrato de prépolis pelo método de moagem superfina.
o valor alto de DPPH encontrado no estudo foi atribuido ao tamanho da particula
obtido, uma vez que em particulas menores tem-se um maior contato entre soluto e
solvente.

Por fim a atividade antioxidante pelo método de ABTS foi em média 2512,33
pmol TROLOX/g de prépolis, Cavalaro et al (2019) utilizando o método de Cavalaro
conseguiu valores de 2210 até 3524 pymol TROLOX/g de prépolis, para a propolis
verde, e observaram que o aumento de solvente afeta diretamente o valor do

potencial antioxidante obtido no método ABTS.

4.2 PRODUGAO E CARACTERIZAGCAO DAS NANOPARTICULAS DE
AMIDO/PROPOLIS

A seguir temos os resultados dos experimentos feitos para as nanoparticulas de
amido com e sem prépolis. Além dos resultados mostrados abaixo, também foi
possivel calcular a eficiéncia de encapsulamento da propolis, as nanoparticulas de

mandioca tiveram um valor de 15,84% de eficiéncia enquanto as nanoparticulas de
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batata tiveram um valor de 15,62% de eficiéncia, esses valores sdao similares ao
encontrado por Lima et al (2021), que também utilizaram o método de precipitagao

em antissolvente para sintetizar nanoparticulas contendo Antocianinas do jambolao.

4.2.1 Tamanho de Particula

Segunda a literatura (KUMARI; YADAV; YADAV, 2020), amidos modificados
devem possuir diametros menores a 1000 nm para serem considerados como
nanoparticulas, nesse trabalho é possivel observar a distribuicdo do tamanho de

particula pela Figura 2.

Figura 2 - Distribuicado do tamanho de particula das nanoparticulas branco de amido
de batata (NPs-AB96%) e mandioca (NPs-AM96%) e nanoparticulas de amido de
batata (NPsAB-EP96%) e mandioca (NPsAM-EP96%) com extrato de propolis.
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Fonte: O Autor (2022).
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As nanoparticulas, tanto brancas como de propolis, apresentaram uma
distribuicdo bimodal, com didmetros que variam de 6,5 nm até 32,7 nm para a
primeira distribuicdo e diametros de 142 nm até 459 nm para a sua segunda
distribuicdo. Todas as nanoparticulas obtidas tiveram seu didametro menor que 1000
nm, podendo assim de fato serem classificadas como nanoparticulas de amido.

E possivel observar também que as nanoparticulas que contém extrato de
propolis (NPsAB-EP96% e NPsAM-EP96%) tiveram didmetros menores que as
nanoparticulas sem o extrato, variando na primeira distribuicdo de 8,72 nm até 32,7
nm e na sua segunda distribuicdo de 142 nm até 295 nm. Esses resultados sao
semelhantes aos encontrados por Dong (2021), que obteve valores de tamanho de
particula entre 112 nm e 522 nm, para nanoparticulas de amido de milho, obtidas
através do método de nanoprecipitacdo em/por antissolvente ,e menores que 0s
resultados de Yan (2021), que obteveram tamanhos entre 100 nm e 900 nm,
utilizando amido de Junga (Cyperus esculentus) e as técnicas de desramificagédo e
nanoprecipitagao.

A estabilidade das nanoparticulas também foi avaliada, sendo um parametro
importante, pois a instabilidade pode levar as nanoparticulas a sofrerem coagulagéo,
floculacdo e agregacgao. Esse parametro foi avaliado pelo potencial zeta. O método
leva em consideragao as forgas de atragdao e repulsdao em cada nanoparticula, a
partir do estado eletrénico presentes nas superficies de espécies carregadas. De
forma geral, particulas com potencial zeta superior a 30 mV ou inferior a -30 mV s&o
consideradas de alta estabilidade (SILVA, 2017).

Tabela 1 - Potencial zeta (PZ) e Atividade de agua (a,) de nanoparticulas de amido
de batata (NBAB96%), amido de mandioca (NBAM96%) e nanoparticulas de amido
baseadas em amido de mandioca (NPAM96%) e amido de batata (NPAB96%) com

extrato de prépolis.

Amostras ZP (mV) aw
NBAB96% -18,43 £ 1,74 0,18 £ 0,01
NBAM96% -7,05 + 0,64 0,16 £ 0,01

NPAB96% -24,98 + 0,97 0,16 + 0,01
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NPAM96% -8,40 + 0,14 0,15+ 0,00

Foi encontrado, como mostra a Tabela 1, uma média de potencial zeta de
-24,98 mV para nanoparticulas de amido de batata com presencga de propolis, -8,40
mV para nanoparticulas de amido de mandioca com presenga de propolis, -18,43
mV para nanoparticulas de amido de batata sem propolis e -7,05 mV para
nanoparticulas de amido de mandioca sem presenca de propolis.

Assim, as nanoparticulas com amido de batata se mostraram mais estaveis,
e mesmo nao tendo atingido -30mV, a NPAB96% demonstra resultados similares
aos obtidos em outros trabalhos como de Dong (2021) que obteve valores de -10,2
mV a -18,6 mV e Ahmad; Gani (2021) que obtiveram valores de -14,77 mV a -24,28
mV, o valor do potencial zeta obtido para essa nanoparticula pode ser caracterizado

como moderadamente estavel (Lima, 2021).

4.2.2 Atividade de agua (aw)

A atividade de agua € um parametro que mede a disponibilidade de agua nas
nanoparticulas para reagdes quimicas. Os valores de atividade de agua encontrado
para as nanoparticulas ficaram entra 0,149 e 0,183 como demonstrado na Tabela 1.

A atividade de agua nas nanoparticulas esta relacionada com sua estrutura
cristalina, assim diferentes nanoparticulas irdo apresentar diferentes atividades de
agua. Foi possivel observar que as nanoparticulas com conteudo fendlico da
propolis obtiveram valores menores de atividade de agua, e os valores baixos de
atividade de agua podem ser dados pelo método da precipitagdo antissolvente onde
ocorre a amorfizagdo dos amidos nativos, porém apos realizar o teste de Tukey, foi
avaliado que nao existe diferenca significativa entre as amostras (LIMA et al., 2021).

Os valores médios de atividade de agua encontrados para todas as
nanoparticulas sao inferiores a 0,4, o que indica que as nanoparticulas sio
classificadas como de baixa atividade de agua e néo sao suscetiveis a reagdes e ao
crescimento de microrganismos (AL-MUHTASEB; MCMINN; MAGEE, 2002), e estao
de acordo com os valores encontrados na literatura (LOKSUWAN, 2007; MCMINN;
AL-MUHTASEB; MAGEE, 2005).
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4.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier (FTIR)

Na espectroscopia de infravermelho por transformada de fourier é possivel
caracterizar compostos organicos com base na frequéncia de absor¢ao de radiagao
infravermelho em grupos funcionais, que possuem faixas diferentes de absorgéo
devido seus arranjos caracteristicos e ligacbes. Compostos aromaticos, ligacoes
C—H, O-H e C=0 por exemplo, possuem bandas caracteristicas permitindo assim a

identificacédo de compostos pelas distor¢gdes no grafico (COUGO, 2017).

Figura 3 - Espectros de FTIR de nanoparticulas de amido de batata (NBAB), amido
de mandioca (NBAM) e nanoparticulas de amido baseadas em amido de batata
(NPAB) e amido de mandioca (NPAM) com extrato de propolis.
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Fonte: O Autor (2022).

A Figura 3, mostra os espectros das nanoparticulas obtidos pelo método de
FTIR. A partir dos picos no grafico, € possivel identificar grupos funcionais presentes
na NPA e NBA, o pico em 3436 cm™ corresponde a uma vibragdo do alongamento

do grupo funcional —OH, e o pico em 2921 cm™ corresponde ao grupo —CH,
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(AHMAD et al., 2020; MA et al., 2020). Em 1659 cm™ tem o alongamento do grupo
—OH das particulas de agua (AHMAD et al., 2020). Os picos observados em 1158
cm™, 1018 cm™ e 1018 cm™' correspondem respectivamente aos grupos C=C, C=0 e
C-H (AHMAD et al., 2019). E por ultimo o pico encontrado em 925 cm™ foi
correlacionado ao grupo C—-O-C (VALENCIA et al., 2015).

Além dos grupos funcionais, também é possivel observar uma queda de
intensidade na banda 1634 cm™ da nanoparticula de amido de batata com adi¢édo de
propolis (NPAB), o que sugere que a nanoparticula tenha menos moléculas de agua
hidratando os amidos, essa mesma deducido pode ser feita durante o teste de
atividade de agua (LIMA et al., 2021).

4.2.4 Difragao de raios X (DRX)

Para todas as amostras de nanoparticulas, foram encontrados picos de 26 =
13° (d = 0,68 nm) e 20° (d = 0,44 nm), sendo esses, comportamentos tipicos de
materiais semicristalinos. O primeiro pico a 13° refere-se a regido cristalina, devido
as ligacbes de hidrogénio e o empacotamento de cadeias de amilopectina. O
segundo pico em 20°, largo e nao definido, diz respeito a regido amorfa, essa possui
grupos laterais polares das cadeias de amilose que também interagem com agua e
etanol e impedem o empacotamento, tornando o material amorfo. D& para perceber
também uma leve diminuicido de cristalinidade a 13° do amido quando se adiciona a
prépolis, o que sugere diminuicdo da interagao da matriz de amido com agua/etanol.
Isso explica também a diminuicdo das bancas em 3900 e 1600 no FTIR. Essa
estrutura cristalina pode ser caracterizada como tipo V, que € comum em amidos
com baixa cristalinidade, sendo que essa baixa cristalinidade pode ser atribuida ao
fato de o amido ter passado por um processo de gelatinizagdo e precipitagao

durante o processo de produc¢ao da nanoparticula (LI; ZHOU; JIN, 2021).

Figura 4- Difractogramas de raios-X de nanoparticulas de amido de batata (NBAB),
amido de mandioca (NBAM) e nanoparticulas de amido baseadas em amido de

batata (NPAB) e amido de mandioca (NPAM) com extrato de propolis.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram utilizado amido modificado de batata e mandioca na
forma de nanoparticulas, pelo método de precipitacdo em antissolvente. Teve o
objetivo de encapsular o extrato de propolis com o amido servindo de parede para a
melhorias das propriedades mecéanicas da nanoparticula, e o extrato de prépolis
agregando o produto com suas propriedades bioldgicas e antioxidantes. O extrato da
prépolis mostrou valores adequados para a capacidade antioxidante, para que
pudesse ser utilizado nas nanoparticulas.

Os amidos modificados, tiveram uma taxa de encapsulamento de 15,84% e
15,62% para as nanoparticulas de mandioca e batata, respectivamente. O tamanho
de particula obtido também se enquadrou no caracteristico para nanoparticulas ( >
1000 nm), obtendo resultados que variaram de 6,5 nm até 459 nm, como uma
estabilidade medida pelo potencial zeta moderada. Com relacdo ao conteudo de
agua, foi obtido valores menores que 0,183, o que caracteriza as NPA como pds de
baixa umidade e n&o suscetiveis a reagdes quimicas e crescimento de
microrganismos.

Ainda com relacdo a nanoparticulas, foi possivel observar que a estrutura
cristalina pode ser caracterizada como tipo V, que € comum de compostos com
baixa cristalinidade, caracteristica que foi associada ao fato de as NPA passarem por
um processo de gelatinizagdo. Outra questdo observada foi a redugcéo do conteudo
de agua nas nanoparticulas que possuiam o extrato de prépolis, fato observado
tanto no teste FTIR quando no de atividade de agua.

Esses resultados sugerem que as nanoparticulas de amido de mandioca e
batata contendo extrato de prépolis podem ser utilizadas na industria alimentar para
a formulagdo de produtos com maior teor de compostos antioxidantes, como em

balas, gomas, na forma de cobertura para alimentos, entre outras utilizagdes.

51 TrABALHOS FUTUROS

A partir do desenvolvimento do presente trabalho, sugerem-se os seguintes
pontos como continuidade da presente pesquisa:
-Estudo do aumento da estabilidade das nanoparticulas

-Estudo da aplicacdo em coberturas.



-Estudo do aumento do tempo de prateleira em alimentos com cobertura da NPA.

-Estudo do aumento do percentual antioxidante dos alimentos.
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