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RESUMO — Um dos desafios no uso de coprodutos da prdpolis como inibidor da oxidag&o lipidica (OL) em
produtos alimenticios consiste em mitigar os efeitos sensoriais desagradaveis dos compostos fenolicos, mantendo
no entanto as suas propriedades bioativas. O objetivo desse trabalho foi caracterizar os compostos bioativos do
extrato liofilizado (LFCP) e microencapsulado (MECP) do coproduto da extragdo comercial da propolis por
cromatografia liquida e atividade antioxidante (AA) por trés métodos. Foi objetivo também avaliar a habilidade
desses extratos em reduzir a OL em biscoitos de polvilho durante 45 dias de estocagem. A OL foi determinada
pelo método das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). O processo de spray-drying do MECP
apresentou eficiéncia de 62,97 %, em termos de teor de compostos fendlicos. Pirocatecol, acido siringico e acido
p-cumarico foram identificados nos extratos, entretanto, o LFCP apresentou AA superior ao microencapsulado.
A OL dos biscoitos foi inibida ap6s 45 dias com ambos 0s extratos.

ABSTRACT - One of the challenges in the use of coproducing propolis as an inhibitor of lipid oxidation (OL) in
foods is to mitigate the unpleasant sensory effects of phenolic compounds while maintaining their bioactive
properties. The objective of this work was to characterize the bioactive compounds of the lyophilized (LFCP) and
microencapsulated (MECP) extracts of the commercial extraction of propolis by liquid chromatography and
antioxidant activity (AA) by three methods. The objective was also to evaluate the ability of these extracts to
reduce the OL in starch biscuits during 45 days of storage. The OL was determined by thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). The spray-drying process at MECP showed an efficiency of 62.97%, in terms of the content
of phenolic compounds. Pyrocatechol, syringic and p-cumaric acids were identified in the extracts. However, AA
of LFCP was higher than MECP. The OL of the biscuits was inhibited after 45 days with both extracts.

PALAVRAS-CHAVE: coproduto da propolis; potencial antioxidante; oxidagao; biscoito.
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1. INTRODUCAO

A solucdo etandlica da propolis € uma das formas de maior consumo da propolis. Entretanto, durante a
sua produgdo em escala industrial, um coproduto (residuo) é gerado e a composi¢do quimica desse coproduto vai
depender da propolis que Ihe deu origem. Desta forma, o emprego do coproduto da prépolis em alimentos esta
associado aos compostos presentes, principalmente aos compostos fendlicos com potencial antioxidante (Reis et
al., 2017; Spinelli et al. 2015). A industria de alimentos tem procurado obter melhor proveito econémico de
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subprodutos como o coproduto da prépolis (Reis et al., 2017; Heimback et al., 2014), no entanto, um dos principais
desafios para aplicacdo da propolis solivel em alcool em alimentos, se deve ao aroma residual, caracteristico da
prépolis e que nem sempre é bem aceito sensorialmente (Spinelli et al., 2015). Nesse sentido, uma possivel
alternativa para minimizar os efeitos de sabor e odor desses compostos, pode ser realizada por meio da
microencapsulacdo por spray dryer (REIS et al. 2017).

Outro fator importante na industrializacdo dos alimentos é a utilizacdo recorrente de antioxidantes
sintéticos como BHT, BHA e TBHQ (Butil hidroxitolueno, Butil hidroxianisol e Terc-butil-hidroxiquinona) que,
em geral, também sdo referenciados por seus efeitos nocivos a salde (Shahidi; Zhong, 2010b; Nooshkam et al.,
2019). Esses antioxidantes sintéticos geralmente empregados em produtos ricos em 6leos e gorduras agem no
sentido de inibir a oxidacdo dos lipideos, a qual afeta diretamente as propriedades de conservacdo dos alimentos.

A exemplo desses produtos ricos em lipideos, o biscoito de polvilho é bastante susceptivel a oxidagao
lipidica. A massa base do biscoito de polvilho € resultante da mistura e cocgdo de fécula de mandioca, &gua, 6leos
ou gorduras e sal, podendo ser acrescidos de outros ingredientes como ovos, leite e conservantes (Brasil, 2001;
Brasil, 2005).

Frente ao exposto, o presente estudo buscou desenvolver um biscoito de polvilho contendo o coproduto
de propolis microencapsulado, avaliar o potencial antioxidante desse coproduto, bem como avaliar seu efeito
como inibidor da oxidag&o lipidica em biscoitos de polvilho.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Campus Pato
Branco, na Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS, Campus Chapecd — SC e no Instituto Federal do Rio
Grande do Sul — IFRS, Campus Sertdo-RS. Amostra de coproduto da extracdo comercial de propolis foi fornecida
pela empresa Breyer & Cia Ltda (Unido da Vitoria, Parana, Brasil). O coproduto continha teor de umidade de 7%
e foi submetido ao processo de extracdo hidroalcodlica (etanol 80 % v/v) sob agitagdo a 40 °C por 60 min. Apds
esse periodo o extrato foi filtrado e o sobrenadante foi concentrado em evaporador rotativo a 40 °C, resultando no
extrato hidroalcodlico do coproduto da prépolis (EHP).

Uma fracdo do EHP foi submetido a liofilizacdo resultando no material liofilizado do coproduto da
prépolis (LFCP) e outra parte empregada na obtencdo do microencapsulado (MECP) por spray drying. O processo
de encapsulacdo foi procedido de acordo com o descrito por Reis et al. (2017), tendo como material de
revestimento amido modificado (Capsul®).

EHP e MECP foram analisados quanto ao teor de compostos fendlicos (Singleton et al., 1999) sendo os
resultados expressos em mg de acido galico por g de amostra. O teor de fendlicos superficiais e totalmente
revestidos do MECP foram empregados no calculo da eficiéncia (%) da encapsulacdo (Reis et al., 2017). Os
compostos fendlicos de superficie do MECP foram obtidos da solugéo contendo 100 mg mL* de MECP em etanol
80 % (v.v), apds centrifugacdo a 4000 rpm (2 min) e filtracdo em papel Watman n° 5. Ja os compostos fendlicos
totalmente encapsulados foram extraidos de solucéo de MECP, 25mg mL™! em metanol 80 % (v.v) ap6s etapas de
agitacdo em vortex (2 min), sonicacdo (15 min), centrifugacdo a 6000 rpm por 5 min e filtragem em papel Watman
ne 5.

Atividade antioxidante das amostras LFCP e MECP, foi aferida pelos métodos de sequestro de radicais
DPPH (Brand-Williams et al., 1995) e ABTS (Re et al., 1999) e poder redutor de ferro (Fe?*) FRAP (Benzie e
Strain, 1996), sendo os resultados expressos em termos de umol Trolox.g™* de amostra ( DPPH e ABTS) e umol
Fe?*. g de amostra (FRAP). Tentativa de identificacdo e quantificagdo dos compostos fenélicos individuais para
o LFCP e MECP foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
com fonte de ionizacdo por eletrospray (HPLC-ESI-MS em HPLC-MS-2020 Shimadzu, Kyoto, Japao) com base
em métodos de analise quantitativa e qualitativa de compostos fenolicos — APL-MS04 Shimadzu do Brasil e
Arruda et al. (2018).

Para determinacdo do potencial antioxidante lipidico das amostras, foram elaboradas quatro formulacdes
de biscoito de polvilho. A massa base foi elaborada com polvilho azedo (41,12%), sal (1,31%), 6leo de canola
(16,45%), leite (16,45%), ovos (8,22%) e 4gua (916,45%). As formulagdes elaboradas foram: formulag&o controle
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(isenta de antioxidante) (F1) e as outras trés para emprego dos antioxidantes LFCP (F2), MECP (F3) e BHT (F4).
A quantidade de antioxidante BHT empregada foi de acordo com o previsto na legislacdo (Brasil, 1999).

No intuito de avaliar o efeito da adicdo dos antioxidantes em alimentos, biscoitos de polvilho foram
elaborados, tendo como massa base: polvilho azedo (41,12%), sal (1,31%), 6leo de canola (16,45%), leite
(16,45%), ovos (8,22%) e agua (916,45%). Quatro formulagdes de biscoito foram consideradas, sendo uma
formulacdo de controle (F1) (isenta de antioxidante), e trés formulacBGes caracterizadas pela presenca de
antioxidante. O antioxidante artificial empregado foi o BHT (F2) na quantidade de 100 mg.kg? de gordura,
conforme previsto na legislacao (Brasil, 1999) e, duas formula¢des com antioxidantes naturais, MECP (F3) com
500 mg.kg? de gordura e LFCP (F4) com 750 mg.kg? de gordura. As diferentes formulagdes de biscoitos de
polvilho foram analisadas quanto a oxidacdo lipidica pelo método de TBARS (Raharjo et al., 1992) adaptado. As
determinacdes de TBARS foram realizadas durante periodo de 45 dias do armazenamento, nos tempos 0, 15, 30
e 45 dias, sendo os biscoitos armazenados em embalagens plasticas, a temperatura ambiente, semelhantes as
condicBes comerciais.

Os resultados em geral sdo apresentados como média + desvio padrdo. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando o programa computacional STATISTICA. Os resultados de atividade antioxidante e
TBARS foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (p<0,05) e em caso de significancia estatistica foram
comparados os efeitos de cada amostra na atividade antioxidante pelo teste t (p<0,05), e para as formulagdes de
biscoito foi empregado o teste de média Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Anaélise da amostra de EHP empregado na elaboragdo do MECP apresentou teor fendlico total de 61,56
mg EAG.g! de amostra (tabela 1), valores semelhantes a propolis analisada por Cottica et al.,( 2011) que
apresentaram teor de compostos fendlicos na faixa de 48 a 87 mg EAG.g?, estando de acordo com teor de
compostos fendlicos em prépolis propostos por Kumazawa et al., (2004), entre 31 e 299 mg EAG.g* de amostra
de propolis (Cottica et al., 2011).

O teor de compostos fendlicos presentes na superficie das microcapsulas e o teor de compostos
totalmente encapsulados foi de 25,65 e 69,28 mg EAG.g™ de amostra, respectivamente, (tabela 1) esses resultados
inferem uma eficiéncia de encapsulacdo de 62,97 %. Na tabela 1 também é apresentado andlise do teor de
compostos fendlicos para o0 EHP empregado na obtengdo do LFCP e do MECP.

Tabela 1. Compostos fendlicos totais em amostras de extrato hidroalcodlico do coproduto da propolis (EHP) e no
material microencapsulado (MECP) (compostos presentes na superficie e totalmente encapsulados).

Amostra CFT (mg EAG.gY)
EHP 61,56+0,76
MECP superficie 25,65+0,27
MECP totalmente encapsulado 69,28+0,33

EAG: Equivalente em &cido galico

Os resultados de eficiéncia da microencapsulacdo para 0 MECP ndo sdo tdo expressivos quanto
resultados observados em estudo de encapsulagéo de propolis realizado por Reis et al. (2017), 76,86 %, e Andrade
etal., (2018), 70,38 %, mas encontram-se dentro da faixa de resultados observadas por Jansen-Alves et al., (2019)
que foram de 49,4 a 97,0 %. A metodologia empregada para identificagdo e quantificacdo dos compostos
fendlicos individuais permitiu a identificacdo de dois compostos fenolicos no extrato LFCP, &cido siringico e
acido p-cumarico, nas concentragdes de 427,03 png.g’ e 454,98 pg.g* de amostra (tabela 2), respectivamente.
Enquanto, no MECP foi possivel identificar a presenca de pirocatecol na concentragdo de 32,5 ug.g* de amostra,
conforme Tabela 2 a seguir.

Tiveron et al., (2016) ao analisar amostras de prépolis organicas da regido sul do Brasil identificou ao
menos trés acidos fendlicos (acido galico, acido cafeico e acido p-cumarico), dentre as quais, OP4, OP5 e OP7
apresentaram concentragdes de &cido p-cumdrico de 11635 pg.mL?, 1621 pg.mL? e 883 upg.mL7,
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respectivamente, presentes também no LFCP. Amostras de coproduto de propolis e propolis analisadas por Reis
etal. (2017) e Oldoni et al., (2015) também indicaram a presenca de &cido p-cumarico, nas concentra¢des de 635,6
ug.g* e 370,5 pg.g* de amostra, respectivamente.

Tabela 2. Compostos fenodlicos identificados por HPLC-MS em amostras liofilizadas do coproduto da propolis
(LFCP) e extrato hidroalcoolico do coproduto da prépolis microencapsulado (MECP).

Concentragdo [ug.g]

Composto fendlico

LFCP MECP
Pirocatecol N.D* 32,5
Acido siringico 427,03 N.D
Acido p-cumarico 454,98 N.D

*N.D — ndo detectado
Ademais, a tabela 3 a seguir apresenta os resultados obtidos na determinacdo da atividade antioxidante
das amostras LFCP e MECP.

Tabela 3. Atividade Antioxidante em extratos de coproduto da propolis liofilizados (LFCP) e coproduto da
prépolis microencapsulado (MECP) por trés métodos de determinagdo (ABTS, DPPH e FRAP).

Amostra ABTS DPPH FRAP
(umol Trolox.g?) (umol Trolox.g™) (umol Fe?*. g%)
MECP 485,92 £0,01* 47,02 £0,00 * 386,69 £0,01 *
LFCP 5041,81 +0,00 496,28 £0,00 3796,28 +£0,00

* representa diferenca significativa entre as amostras (p<0,05) pelo teste t.

MECP apresenta resultado da anélise por FRAP dentro da faixa de valores observadas nas amostras de
prépolis (verde, marrom e vermelha) encapsuladas por Andrade et al. (2018) com goma arabica e maltodextrina
que apresentaram poder redutor de ferro (FRAP) que varia entre 144,87 e 396,09 umol Fe?*.g™. Valores de
atividade antioxidante por ABTS e DPPH para MECP séo inferiores quando comparados as diferentes propolis
encapsuladas por Andrade et al. (2018), mas superiores aos resultados obtidos por Reis et al. (2017).

A eficiéncia de encapsulacéo por spray drying esta associada a fatores como temperatura de secagem,
propriedades quimicas do material de revestimento e do material a ser revestido, modo de preparo e dispersdo da
emulsdo (nucleo/envoltério), (Reis et al. 2017; Andrade et al. 2018; Jansen-Alves et al. 2019) podendo também
estar associados as amostras de prépolis estudadas, local de origem, sazonalidade das coletas de amostras, e
procedimentos de preparo e extracdo das amostras (Oldoni et al. 2015, Cottica et al. 2011, e Andrade et al., 2017).

Por fim, os resultados das analises de TBARS para os diferentes tratamentos das amostras de biscoito
de polvilho s&o apresentados na tabela 4. De modo geral h& poucos registros de anélise de oxidacéo lipidica por
TBARS em biscoitos de polvilho, sendo dificil referencia-los, entretanto, ha estudos com pées e derivados de
carne. Osuna et al., (2018) analisou por 6 dias duas formulac6es de pdes que diferiam quanto ao 6leo vegetal e
antioxidantes empregados. Formulacdo na qual foi empregado 6leo de canola, assim como nos biscoitos de
polvilho, apresentou comportamento de diminuicdo nos valores de MDA. No mesmo estudo citado ha registros
de 11,75 mg de MDA / kg de amostra para amostra formulada com 6leo de oliva analisada ap6s 6 dias. Os valores
obtidos no estudo dos biscoitos de polvilho sdo superiores quando comparados a valores de analise de TBARS
para produtos carneos e derivados realizados por Reis et al. (2017) e Carpes et al (2020). Osuna et al. (2018)
menciona que valores inferiores para analise de TBARS podem estar associados a um menor percentual de dleos
empregados na elaboracdo do pdo como fonte de acidos graxos poli saturados.

Ainda que os tempos de analise sejam distintos, semelhante ao observado neste estudo com biscoito de
polvilho, € possivel observar que pao elaborado com 6leo de canola e isenta de antioxidante (Osuna et al. 2018)
também sofreu reducdo no teor de MDA, sendo a reducdo justificada por Osuna et al. (20180 com base em reagdes
de compostos resultantes de oxidagdes secundarias.
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Tabela 4 — Valores médios de TBARS em biscoitos de polvilho armazenados em temperatura ambiente

Periodo de Armazenamento (dias)

Tratamento 0 15 30 45
TBARS — mg de malonaldeido . kg de biscoito
F1 11,20 +1,65%4™ 8,95+0,34 2B 7,28+0,26""BC 6,11+0,20%E¢
F2 12,32+0,31%4A 8,89+0,91 2B 9,01+1,31%8 6,01+1,042¢
F3 12,87+0,0824 8,68+0,89 B 9,30+0,73%8 6,58+0,842C
F4 11,89+0,5234 7,53+1,91 a8 9,61+0,80%*8 6,64+0,99%8

F1: amostra controle (isenta de antioxidante); F2: biscoito de polvilho com antioxidante artificial (BHT); F3: biscoito de
polvilho com extrato hidroalcodlico do coproduto da prdpolis microencapsulado (MECP) e F4: biscoito de polvilho com
extrato liofilizado do coproduto da prépolis (LFCP). Letras mindsculas na mesma coluna representam diferencas
significativas (p<0,05) pelo teste Tukey. Letras mailsculas na mesma linha representam diferencas significativas (p<0,05)
pelo teste Tukey.

5. CONCLUSAO

De maneira geral, 0 processo de encapsulacdo de extrato do coproduto da propolis apresentou eficiéncia
satisfatoria. LFCP apresentou atividade antioxidante superior aos valores alcancados pelo MECP, possivelmente
devido a redugdo no teor de compostos fendlicos decorrentes do processo de secagem por spray drying para
obtencdo do MECP. Ainda que o método empregado para identificagdo de compostos fendlicos por cromatografia
liquida ndo seja especifico para propolis foi possivel identificar e quantificar trés compostos fenélicos. Atividade
antioxidante das amostras LFCP e MECP estéo em consonancia com resultados obtidos para propolis da literatura.
Uma vez que ha pouca literatura que versa sobre analise de TBARS em biscoitos de polvilho, considera-se
futuramente aplicar outros métodos de analise da oxidacao lipidica ou, ainda, de analise do teor de acidos graxos
com por exemplo por cromatografia gasosa, para contribuir com a compreensdo e anélise do comportamento da
oxidacdo lipidica durante armazenamento em relacéo aos resultados obtidos por TBARS.
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