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RESUMO

Atividade antioxidante de extratos da prépolis verde em sistemas lipidicos
emulsionados

O uso de antioxidantes sintéticos pela indistria de alimentos como forma de
inibir ou retardar a oxidagédo lipidica tem sido amplamente questionado em relacdo a
saude do consumidor. Por isso, diversos estudos s&8o realizados visando sua
substituicdo por antioxidantes de fontes naturais, como os obtidos a partir da prépolis
verde. Neste contexto, a forma de extracdo influencia a composicdo e a atividade
antioxidante dos produtos derivados, sendo um processo a ser estudado visando a
obtengcdo ndo somente da extracdo dos compostos de interesse como também de
vantagens operacionais. Este trabalho apresenta uma revisdo bibliografica e
experimentos sobre a reacdo da oxidacéo lipidica, bem como os antioxidantes sintéticos
e naturais para substituicdo. Além disso, varios métodos de avaliagdo da capacidade e
extracdo de antioxidantes, com atencdo especial ao ultrassom, considerando que ainda
ndo foi relatado em estudos com a prépolis verde, apesar de ser considerado um dos
melhores métodos de uso por alguns autores. Neste trabalho a extracdo de compostos
antioxidantes de prépolis verde com auxilio de ultrassom foi avaliada por meio da
aplicacdo de delineamentos experimentais visando a otimizacdo das condi¢cdes de
processo. Utilizou-se o delineamento central composto rotacional (DCCR) com 12
ensaios, sendo 4 pontos centrais para ambos os capitulos. Os extratos obtidos nas
condi¢des de processo otimizadas foram aplicados em emulsdes lipidicas. No primeiro
delineamento experimental analisado foram obervados efeitos significativos do tempo de
processo e da proporgdo solvente:matéria prima sobre o teor de compostos fendlicos e
atividade antioxidante, determinada pelo método ORAC, dos extratos obtidos. Por meio
de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) p6de-se identificar que o
aumento do tempo de extracdo e da propor¢cdo solvente:matéria prima influenciaram
positivamente a extracéo do Artepelin C e do acido p-cumarico. Buscando-se melhorar a
produtividade do processo de extracdo, foi aplicado um segundo delineamento
experimental, fixando-se a varidvel tempo em 20 minutos e variando-se a concentragdo
de etanol e relacdo amostra:solvente. Os extratos produzidos com uso de etanol anidro
(99% v/v) e proporgdo prépolis:solvente de 0,857:30 m/v, apresentaram atividade
antioxidante e teores de Artepelin C e acido p-cumarico superiores aos encontrados nos
extratos obtidos do experimento anterior, evidenciando a importancia do estudo
sequencial para otimizacdo do processo de extragdo. Os extratos produzidos nas
condicbes otimizadas foram aplicados em emulsdes lipidicas submetidas a teste
acerelado de oxidacdo. As amostras adicionadas de extrato de propolis verde
apresentaram grau oxidativo semelhante aquela adicionada do antioxidante sintético
TBHQ, muito utilizado pela indUstria de alimentos e questionado quanto aos seus efeitos
sob a salde do consumidor. Os resultados indicaram que extrato de prépolis verde
obtido em condi¢cdes otimizadas representam uma alternativa para uso como
antioxidante em sistema lipidico.

Palavras-chave: Oxidagéo; Antioxidantes naturais; Propolis verde; Extragdo; Ultrassom
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Antioxidant activity of extracts of green propolis in emulsified lipid systems

ABSTRACT

Synthetic antioxidants, used by the food industry to inhibit or retard the oxidation,
has been correlated with problems of consumer’s health. Therefore, several studies are
carried out to replace them by antioxidants from natural sources, such as a green
propolis. In this context, the extraction form influences the composition and antioxidant
capacity of the derived products, so it must be studied aiming not only the extraction of
the compounds of interest, but also to obtain operational advantages. This work presents
a bibliographical review and experiments about the reaction of lipid oxidation, as well as
the synthetic and natural antioxidants for substitution. In addition, several methods of
evaluating antioxidant capacity and extraction, with special attention to ultrasound, were
discussed, which has not been reported in a study with a green préopolis yet, despite of
being considered one of the best methods of use by some authors. In this work the
extraction of green propolis’s antioxidant compounds with ultrasound was evaluated by
the application of experimental designs to optimize the process conditions. The Central
Composite Rotational Design (CCRD) was used with 12 essay and 4 central points for
both chapters. The extracts obtained under the optimized process conditions were
applied in lipid emulsions.In the first experimental design applied to extraction process, it
was verified that variables time and the sample:solvente relation presented positive
effects on phenolic content and antioxidant activity determined by ORAC method. Results
of high performance liquid chromatography (HPLC) indicated that increasing time of
extraction and sample:solvent proportion allowed a higher extraction of Artepelin C and p-
coumaric acid. In order to obtain the optimal extraction condition, a second experiamental
design was applied, aimimg to use as little sample as possible in a low extraction time. In
this experiment, etanol concentration and sample:solvent relation were studied. Extracts
obtained using 99% v/v etanol, 0.857: 30 m/v ratio during 20 minutes presents higher
amounts of Artepelin C and p-coumaric acid compared to previous results. Extracts
obtained under opmized condition was added to lipid emulsions subjected to accelerater
oxidation test. The samples with propolis extracts presented peroxide values similar to
samples added of TBHQ, a synthetic antioxidant widely used by the food industry and
guestioned due to its effects on consumer health. Results indicate propolis extracts
represent a potential alternative to synthetic antioxidant for food use.

Keywords: Oxidation; Natural antioxidants; Green propolis; Extraction; Ultrasound
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1. INTRODUCAO

A oxidacao lipidica representa uma das principais causas de deterioracdo em alimentos e
gera uma série de alteracdes que resultam em rejeicdo do produto, devido a alteragdes no flavour,
caracteristicas visuais e valor nutritivo (ARAUJO, 2011). A utilizacdo de antioxidantes surge neste
contexto para inibir ou retardar a ocorréncia da oxidacao lipidica, agindo sobre os radicais livres,
sequestrando-os ou impedindo sua formacéo (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Na industria
de alimentos os antioxidantes sintéticos sdo amplamente utilizados, especificamente o
butilhidroxitolueno (BHT), butil-hidroxianisol (BHA), terc-butilhidroxiquinona (TBHQ), tri-hidroxi-
butilfenona (THBP) e propil galato (PG). No entanto, seu uso tem despertado algumas preocupactes
devido a toxidade desses produtos e problemas que podem ser causados a saude do ser humano.
Por isso, a substituicdo de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais tem se tornado uma
alternativa necessaria. No entanto, além da busca por fontes alternativas aos antioxidantes sintéticos,
€ necesséario estudar a viabilidade técnica de sua obtencdo visando uma producdo em escala
industrial.

A prépolis é uma alternativa de substituicdo dos antioxidantes sintéticos utilizados
atualmente. A determinacéo do tipo de prdpolis € dependente da origem geografica e botanica da
espécie e fonte vegetal utilizada pelas abelhas (ALENCAR et al., 2005). No caso da prépolis verde a
principal espécie vegetal é a Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo), que é utilizada pelas
abelhas Apis mellifera.

A prépolis é constituida por resina e balsamo, coletada por abelhas de ramos de plantas,
flores, pélen, brotos e exsudatos de arvores (LUSTOSA et al., 2008). Dentre as propolis conhecidas,
a propolis verde brasileira é constituida principalmente de derivados prenilados do acido p-cumarico e
seu marcador quimico é o Artepilin C (acido 3,5 —diprenil-4-hidroxicinamico). Possui propriedades
biolégicas distintas, tais como poder anti-bacteriano, antiviral, anti-inflamatério, anticarcinogénico,
anti-fingico, anti-tumoral e antioxidante (AHN et al., 2007; CABRAL et al., 2009; MACHADO et al.,
2012). Sendo esta ultima uma propriedade bioldgica conhecida, pesquisas ainda sdo necessarias € a
respeito da extracdo de compostos fendlicos, propriedade antioxidante e aplicacdo de extratos da
prépolis verde em produtos alimenticios, visando sua utilizacdo como antioxidante natural.

Os métodos de extracdo de antioxidantes de fontes naturais necessitam de melhoria na
eficiéncia, tendo como resultado a reducédo do volume de reagente, do tempo de processo e custos,
além do minimo de perdas, ou seja, utilizagdo de um método que proporcione a otimizagao do
processo e indique respostas desejaveis. A extragdo solido-liquido com auxilio de ultrassom é uma
alternativa aos métodos existentes, ja que possibilita o uso de menores niveis de energia, consumo
de pequena quantidade de solventes e manutengéo de baixas temperaturas, evitando danos térmicos
(BRIONES-LABARCA et al., 2015; OROIAN; ESCRICHE, 2015). Devido as vantagens do ultrassom
como metodologia de extracdo de compostos fendlicos de fontes naturais, houve um aumento no
namero de estudos nesta area, evidenciando este método sobre os demais utilizados, como foi
observado por Morelli e Prado (2012); Ghafoor e Choi (2009) e Nour; Tandafir; Cosmulescu (2016).
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O estudo do processo de extracdo de compostos antioxidantes por meio de delineamentos
experimentais e técnicas de otimizacdo pode indicar as condicdes para melhor produtividade do
processo de obtencéo de extratos. Ndo ha uma escolha universal para métodos de determinacéo da
capacidade antioxidante, porém o0s mais conhecidos sdo o0 2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolina-6-
sulfénico (ABTS) e 1,1-difenil -2-picrilhidrazil (DPPH), entre outros, como o poder antioxidante de
reducéo do ferro (FRAP), capacidade de absorgdo de radicais de oxigénio (ORAC), sistema modelo
B-caroteno/acido linoleico e Folin-Ciocalteu (FLOEGEL et al., 2011; ARAUJO, 2011). Nesse trabalho,
0 uso de ultrassom na extracdo de compostos ativos da prépolis verde foi estudado, bem como a
aplicagdo dos extratos obtidos em sistemas lipidicos. Com isso espera-se um avanco do
conhecimento visando o uso de antioxidantes naturais na industria de alimentos.

O Capitulo 2 apresenta uma introdugéo geral e objetivos gerais do trabalho, bem como uma
revisdo bibliografica abordando sobre oxidacao lipidica e antioxidantes, meios de extracdo destes
componentes e avaliacdo da capacidade antioxidante.

No capitulo 3 é apresentado o estudo da otimizacéo da extracdo de compostos fendlicos da
propolis verde por meio do ultrassom, sua atividade antioxidante in vitro, identificacao e quantificacéo
de compostos ativos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com o0 uso de um
delineamento experimental e andlise de superficie de resposta para escolha do ensaio com
condicdes de extracdo mais eficiente no que diz respeito & concentracdo de compostos fendlicos
antioxidantes.

Ja no capitulo 4 sdo apresentados os resultados do ensaio otimizado aplicado em emulséo

lipidica, comparado a trés antioxidantes sintéticos (BHA, BHT e TBHQ).

1.1 OBJETIVO GERAL

Produzir extratos antioxidantes a partir da propolis verde com emprego de solucdes
hidroalcodlicas e ultrassom e avaliar o efeito da adicdo dos extratos produzidos em condi¢Bes
otimizadas nas emulsdes lipidicas em comparag¢do com trés antioxidantes sintéticos testados (BHA,
BHT E TBHQ).
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2. ATUACAO DO ULTRASSOM COMO METODOLOGIA DE
EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS ANTIOXIDANTES DA
PROPOLIS VERDE

Resumo

A oxidacao lipidica € uma das principais causas de deterioracdo de alimentos e
0 uso de antioxidantes sintéticos como forma de previni-la ou retarda-la tem se tornado
guestionavel no quesito salde do consumidor. Os diversos compostos fendlicos, como
acido caféico, ferulico, cinAmico e cumarico, que sdo encontrados em produtos naturais
como a propolis verde, podem ser usados como compostos antioxidantes na industria de
alimentos. Sua forma de extracdo € uma etapa necessaria de ser estudada, j& que nela
ocorre 0 isolamento, identificacdo e uso destes compostos. O ultrassom tem se
destacado frente a outros métodos por ser simples e eficiente, principalmente quando
utilizado em otimizag6es variando as condi¢bes de processo.

Palavras-chave: Oxidacao lipidica; Compostos fendlicos; Extracéo

Abstract

Lipid oxidation is one of the main causes of food deterioration and the use of
synthetic antioxidants as a way of preventing or delaying has become questionable in
consumer’s health area. The various phenolic compounds, such as caffeic, ferulic,
cinnamic and cumaric acid, found in natural products such as green propolis, can be
used as antioxidant compounds in the food industry. Its form of extraction is a very
important stage, since in it occurs the isolation, identification and use of these
compounds. Ultrasound has stood out against others methods because it is a simple and
efficient method, especially in the case of optimization of the method by dealing with the
variables involved in the process.

Keywords: Lipid oxidation; Phenolic compounds; Extraction
2.1. Oxidacéo lipidica e Antioxidantes

A deterioragdo de alimentos é um fendmeno gradativo, que ocorre durante o
processamento, distribuicdo e armazenamento do produto, que provoca alteragdes indesejaveis no
flavour, na aparéncia e no valor nutritivo nos alimentos (ARAUJO, 2011). Em alimentos ricos em 6leos
e gorduras, a oxidacao lipidica é considerada uma das principais reagfes de deterioracdo, obtendo
como produtos os aldeidos volateis, responsaveis pelo ranco (ANDREO; JORGE, 2006). A oxidagao
lipidica dos acidos graxos insaturados possui diversos iniciadores, incluindo oxigénio, calor e ions
metalicos, os quais colaboram para que a reacdo se desenvolva (ANTOLOVICH et al, 2002). Estes
iniciadores se envolvem na decomposicdo de hidroperéxidos e resultam em compostos que
desencadeiam alteracdes sensoriais (off flavour), além de mudancas nutricionais e descoloracao nos
alimentos (FELTES et al., 2010; ARAUJO, 2011).
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A reacdo de oxidagdo é dividida em trés estagios: inicial, de propagacdo e terminal.
Inicialmente, o oxigénio ativado interage com um iniciador, reagindo com um acido graxo insaturado,
havendo a retirada de um atomo de hidrogénio do carbono metilénico adjacente a ligacdo dupla
carbono-carbono. Durante a propagacéo, ocorre a formacdo de hidroperoxidos e esta etapa da
reacdo se propaga até o esgotamento de oxigénio e acidos graxos insaturados. A fase terminal é
caracterizada, a partir da decomposicao dos hidroperéxidos, pela formacdo de produtos finais
estaveis ou ndo reativos como &lcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros hidrocarbonetos, como
pode ser observado na figura 1 (FERRARI, 1998; KIRK, 1984).

Iniciagio RH — R'+H°
Propagacio R*+0, — ROO’

ROO*+RH — ROOH + R’

Término ROO*+R* — ROOR

ROO'+ ROO° —> ROOR+0, \ Frodutos

Estaveis
R*"+R* — RR

Figura 1. Etapas da oxidagé&o lipidica.

Legenda: RH — Acido graxo insaturado; R+ - Radical livre;
ROO- - Radical pex6xido; ROOH — Hidroperoxido.

Fonte: Farmer et al. (1942).

Os antioxidantes sé@o substancias capazes de proteger o alimento contra a oxidacao lipidica,
sequestrando ou impedindo a formacao de radicais livres, que promovem a continuidade da oxidag&o
dos Oleos e/ou das gorduras (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004). Os principais componentes
antioxidantes dos alimentos sdo os compostos fendlicos (ROGINSKI; LISSI, 2005). Os antioxidantes
podem atuar inibindo a autoxidacdo, a fotoxidacdo ou a oxidacdo enzimatica. Na autoxidacao,
ocorrem dois mecanismos de controle da reagdo, onde os antioxidantes atuam como bloqueadores
de reacdes em cadeia ou se complexam com metais. Os bloqueadores de reacdo em cadeia sédo
divididos em doadores e receptores de elétrons, sendo que os doadores de elétrons competem com o
lipideo pelo radical peroxil, resultando na diminuicdo da velocidade de reagdo, enquanto que os
receptores competem com o oxigénio triplete pelo radical livre, reduzindo a formacdo do radical
peroxil (YANISHLIEVA-MASLAROVA; GORDON, 2001).

A escolha do melhor antioxidante para a preservacao do alimento depende de propriedades
como: eficacia em baixas concentracGes (0,001% a 0,01%); auséncia de mudancas na coloragéo,
odor, sabor e em outras caracteristicas do alimento; compatibilidade com o alimento; estabilidade nas

condicdes de processamento e armazenamento; e auséncia de toxicidade (DECKER, et al. 2005;
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RAMALHO; JORGE, 2006). Sua atuagdo sobre os alimentos depende essencialmente do grau de
instauracdo do &cido graxo, além de estrutura, tipo e solubilidade do substrato oxidavel (FRANKEL;
MEYER, 2000). A solubilidade é a caracteristica do antioxidante que determina sua distribuicdo sobre
as fases existentes no sistema (KOLEVA et al., 2002).

Duas categorias basicas separam o0s antioxidantes: sintéticos e naturais. No geral os
sintéticos sédo compostos fendlicos contendo varios graus de substitutos alquila, enquanto os naturais
podem ser compostos fendlicos, quinonas, lactonas e polifenéis (MARTINEZ-TOME et al., 2001). Os
antioxidantes sintéticos com maior utilizagéo na industria de alimentos sdo compostos fenélicos como
Butil-hidroxianisol (BHA), Butil-hidroxitolueno (BHT), Terc-butilhidroguinona (TBHQ) e Propil Galato
(PG) (SOUSA et al., 2007; CONEGLIAN et al., 2011). Estes antioxidantes sdo chamados de
antioxidantes primarios, onde encontram-se compostos fendlicos poli-hidroxilados e fendis, atuam
formando um complexo antioxidante-lipidio.

Apesar dos beneficios propiciados pelos antioxidantes sintéticos na industria de alimentos,
pelo aumento da vida util, estes sdo considerados potencialmente carcinogénicos, provocam males
devido ao aumento do peso do figado, proliferam-se no reticulo endoplasmatico, além de serem
toxicos dependendo da quantidade adicionada ao produto (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).
No Brasil, o limite méximo estabelecido e permitido para a adicdo destes antioxidantes, é de 0,02
g/100 g de dleos e gorduras para BHA e TBHQ e de 0,01 ¢g/100 g de BHT (BRASIL, 2005). No
Canada e na Comunidade Econdmica Européia o TBHQ n&o tem sua utilizagdo permitida (REISHCE
etal., 1997).

Devido a toxicidade apresentada por alguns antioxidantes sintéticos, o uso de antioxidantes
naturais tem se tornado uma alternativa promissora e economicamente mais viavel, podendo
proporcionar possiveis beneficios a satde dos consumidores, devido aos efeitos funcionais de seus
compostos bioativos polifendlicos (HUBER et al., 2012, VIERA, 2012). Entre os antioxidantes
naturais, os mais empregados sao os tocoferdis, acidos fenélicos e extratos de plantas, como alecrim,
sélvia e propolis (RAMALHO; JORGE, 2006). Os flavonoides, incluindo flavonas, flavonéis e
isoflavonas, sdo considerados o grupo mais abundante, possuindo boa atividade antioxidante em
emulsdes. Eles atuam sequestrando radicais, formando complexos e desativando o oxigénio singlete
(MENDONCA, 2009).

O emprego de antioxidantes em sistemas multifasicos demonstra que a eficiéncia é
diretamente afetada pela solubilidade dos compostos que compreendem as fases da emulsédo. Sendo
assim, o conhecimento sobre a afinidade do antioxidante por 6leo ou &gua é essencial para adquirir
eficacia nos resultados de atividade antioxidante de compostos fendlicos. Bandyopadhyay,
Chakraborty e Raychaudhuri (2007), avaliaram a substituicdo de antioxidantes sintéticos (TBHQ,
BHA, BHT), por antioxidantes naturais (beterraba, gengibre e horteld). De acordo com os resultados
relatados, o uso de BHA e BHT pode ser substituido por todas as fontes naturais avaliadas,
isoladamente ou de forma combinada, com exce¢do do TBHQ que somente pdde ser substituido pela
combinacéo de horteld e gengibre.

O avanco nas pesquisas de agentes antioxidantes naturais se mostram importantes no

sentido de obter aditivos alimenticios com menos efeitos colaterais possiveis de doencas e reducdo
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nas caracteristicas indesejaveis encontradas nos atuais antioxidantes empregados (SMITH; DOYLE;
MURPHY, 2015). Galati e O'brien (2004), sugerem que este campo deve ser mais explorado, a fim de

comprovar a eficacia de flavonoides e outros compostos fendlicos e seus potenciais de toxicidade.

2.2. Prépolis Verde

A propolis € um produto natural que vem sendo utilizado pela civilizagdo durante séculos,
desde 300 a.C (DA SILVA et al., 2006; VARGAS et al., 2004). Sabe-se que os egipcios inicialmente
utilizavam as propriedades anti-putrefativas da propolis para embalsamar cadaveres (CASTALDO;
COMPASSO, 2002). Na Africa, ao final do século XIX, foi amplamente utilizada por suas
propriedades cicatrizantes (PINTO et al, 2004), enquanto no Brasil, apenas na década de 80
comecaram-se os estudos pioneiros com a propolis, baseando-se em seu carater terapéutico
(ABREU, 2008).

A palavra propolis é derivada do grego “pro”, que significa “em defesa” e “polis” que significa
“cidades”, indicando ser portanto uma defesa da colmeia (DE ALMEIDA; MENEZES, 2002).

Prépolis € uma substancia complexa, formada por resina e balsamo, coletada por abelhas
de ramos de plantas, flores, pdélen, brotos e exsudatos de arvores. Quando dentro da colmeia, é
adicionada de enzimas secretadas pelas proprias abelhas (LUSTOSA et al., 2008). A mistura obtida é
utilizada para prépria protecdo contra outros insetos, bactérias e fungos, e até mesmo contra o vento
(PARK et al., 2001).

No geral, contém 50 - 60% de resinas e bélsamos, 30 - 40% de ceras, 5 - 10% de 6leos
essenciais, 5% de grdo de podlen, além de microelementos como aluminio, calcio, estréncio, ferro,
cobre, manganés e pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (PARK et al., 2001;
LUSTOSA et al.,, 2008). A variacdo destes componentes ocorre principalmente de acordo com a
sazonalidade (SOUZA et al., 2010).

Assim como os componentes encontrados na propolis, a coloracao também varia com sua
procedéncia, mudando sua tonalidade em amarelo, marrom, verde, vermelho e preto. Na Europa,
América do Norte e oeste da Asia, a fonte dominante de propolis é o exsudato do botéo de alamo
(Populus sp.). Entretanto, na América do Sul esta espécie ndo € nativa, podendo ser extraido de
arvores como: assa-peixe, aroeira, eucalipto e alecrim (PARK et al., 2000; LUSTOSA et al., 2008).
Outras espécies vegetais empregadas como fontes de prépolis em varias partes do mundo sao
pinheiros, carvalho, salgueiro, acacia, entre outras (MARKHAM et al., 1996).

De acordo com o boletim do SEBRAE (2014), o interesse internacional pela compra da
propolis vem crescendo ao longo dos anos, sendo que o Brasil esta em terceiro lugar no ranking
mundial em termos de producéo, com 70% produzida no estado de Minas Gerais. Além disso, de 29
toneladas da prépolis produzidas neste estado, 20 toneladas sédo de propolis verde de acordo com a
Cooperativa Nacional de Apicultura (Conap). A producdo anual no Brasil esta estimada em torno de
50 a 150 toneladas/ano e 75% é exportado (LIMA, 2008).

Ha relatos de que esta substancia possui varias atividades biol6gicas sob estudo: como

anti-bacteriana, antiviral, anti-inflamatério, anticarcinogénica, anti-fingica, anti-tumoral e antioxidante
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(AHN et al., 2007; BUFALO; CANDEIAS; SFORCIN, 2009; CABRAL et al., 2009; KUMAZAWA et al.,
2004). Algumas de suas atividades biolégicas, podem ser atribuidas aos componentes quimicos
presentes na prépolis, que derivam parcialmente do seu elevado teor de flavonoides e &acidos
fendlicos (AHN et al., 2007; DA SILVA et al., 2006). No Brasil, a legislacdo vigente preconiza que o
extrato etandlico de prépolis deve conter pelo menos 0,25% de flavondides e 0,50% de componentes
fendlicos com relacéo ao peso seco (BRASIL, 2001).

Alves e Kubota (2013) verificaram em seu estudo, que a alta atividade antioxidante da
propolis pode vir dos compostos fendlicos e dos flavonoides, como quercetina, flavonas, isoflavonas,
flavononas, antocianinas, catequinas e isocatequinas. MENDES DA SILVA et al. (2006)
correlacionaram a atividade antioxidante da propolis aos niveis de fendlicos, indicando que os
flavonoides desempenham papel importante para desempenho de tal atividade.

Foram classificados 12 tipos de propolis no Brasil, de acordo com sua origem botanica,
caracteristicas fisico-quimicas e composi¢cdo quimica, no entanto, recentemente o 13°. tipo foi
identificado como “propolis vermelha” (BORGES et al., 2004; CABRAL et al.,, 2009). Estas
classificagbes foram realizadas através de avaliag6es de atividades antimicrobiana e antioxidante da
substancia e de um perfil quimico obtido pelas seguintes técnicas: espectrometria de absorcdo na
regido UV — visivel, cromatografia de camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (PARK et al., 2000).

A propolis vermelha foi encontrada posteriormente no Brasil, concentrando-se ao longo do
mar e costas de rios no Nordeste, a qual foi classificada como prépolis do grupo 13. Sua coloracao é
nomeada vermelha devido ao exsudado vermelho coletado da superficies de Dalbergia
ecastophyllum (ABREU, 2008). Originalmente, este tipo de propolis é tipico de Cuba e da Venezuela,
onde as origens botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa e Clusia scrobiculata,
respectivamente (TRESHEVA et al., 2006).

Alencar et al. (2007) identificaram quatro isoflavonas presentes na prépolis vermelha, ndo
encontradas nas demais propolis brasileiras, com propriedades antimicrobiana, anticarcinogénica e
antioxidante: dihidroxiisoflavona, homopterocarpina, medicarpina e 4’,7-dimethoxi-2’-isoflavona.
Tshusheva et al. (2006) avaliaram a presenca obrigatéria de benzofenonas preniladas como
constituintes principais deste tipo de prépolis, diferenciando-as da propolis verde.

A prépolis brasileira possui em sua composi¢cdo quimica como principal contribuinte para
sua atividade antioxidante os derivados de &cidos fendlicos, os quais eliminam radicais livres,
protegendo a membrana celular contra a peroxidacéo lipidica (JACOBO-VELAZQUEZ; CISNEROS-
ZEVALLOS, 2009; MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998). Wysocki Junior (2013) verificou que a
maior atividade antioxidante observada na fracdo hidrolipidica de seu extrato de proépolis verde,
coincidiu com a fracdo que apresenta maior concentracdo de fendlicos totais, enquanto no extrato
hidroetandlico bruto, que apresentou resultado semelhante quanto a atividade antioxidante, outras
substancias estavam presentes.

No Brasil, a mais bem estudada é a chamada propolis verde ou propolis Alecrim, que se
origina a partir de Baccharis dracunculifolia (familia Asteraceae) (TRUSHEVA et al., 2006; DA SILVA

FROZZA et al., 2013). Possui em sua composicdo acido cumarico, acido ferdlico, acido cindmico,
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pinobasksina, canferol, kaempferide, isosakuranetina, crisina, acacetina, artepelin C, dentre outros
(FONSECA, 2007). E produzida normalmente em S&o Paulo e Minas Gerais e constituida
principalmente de derivados prenilados do acido p-cumarico (LUSTOSA et al., 2008).

O composto volatil mais abundante do extrato de propolis verdes em diclorometano é o 3-
prenilcinamato de alila que é facilmente detectavel via cromatografia gasosa e pode servir como
marcador quimico deste tipo de propolis, ja que é mais abundante e encontrado apenas na propolis
verde (NASCIMENTO et al., 2008; CHANG et al., 2008). Wysocki Janior (2013) afirma que a
substancia denominada Artepelin C (acido 3,5 —diprenil-4-hidroxicinamico) é considerado um dos

principais marcadores quimicos da propolis verde (Figura 2).

OH

OH

Figura 2. Estrutura quimida do Artepelin C.
Fonte: adaptado de Wysocki Junior, 2013.

Admite-se portanto, que substancias formadas a partir do acido cindmico e seus derivados
(acidos p-cumarico, caféico, ferudlico, e sinapico) como a Artepelin C (4cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico), sdo caracteristicas da prépolis verde (SALATINO et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
2005). Chang et al. (2008) afirmaram que os compostos majoritarios encontrados em seu extrato
etandlico (95%) de prépolis verde foram compostos cinamicos e seus derivados, flavonoides, acido
benzoico, compostos aromaticos ndo hidroxilados, acidos alifaticos e ésteres. A tabela 1 apresenta os

principais compostos quimicos encontrados em propolis verde extraidas no Brasil.
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Tabela 1. Principais compostos quimicos encontrados na propolis verde brasileira

Autores Local de coleta Composi¢éo encontrada

Salgueiro e Castro (2016) S&o Paulo - SP Acido clorogénico e rosmarinico,
flavonoides canferide e canferol,
Artepelin C.
Fernandes-Silva et al. (2013) Trés Pontas - MG Acidos benzenopropandico, drupanina,
Artepelin C, acido cinamico.
Funari e Ferro (2016) Cabrelva - SP Acido clorogénico, cafeico, ferulico,
para-cumarico, Artepelin C, flavonoides
canferida e isossacuranetina.
De Sousa et al. (2007) Cajurt—SP e Acido cafeico, cumarico, acid drupanina,
Oliveira/ltamogi - MG Artepelin C, dimethyl-6-carboxyethenyl-
2H-1-benzopyran.

A averiguacdo da atividade do antioxidante sobre o alimento é essencial para analisar o
efeito de sua adicdo e suas possiveis influéncias negativas, como alteracées no flavour e cor do
produto, tornando-o indesejavel aos olhos do consumidor. Neste sentido, alguns trabalhos recentes
tém estudado a aplicagdo do prépolis em alimentos. Em um estudo sobre a aplicacdo do extrato de
prépolis do Canadd em bebidas lacteas, foi observado que as bebidas enriquecidas com &cido
linoleico conjugado quando eram adicionadas de extratos a capacidade antioxidante aumentava,
além da producdo de aldeidos ter diminuido significativamente durante a armazenagem sob
exposicdo de luz (COTTICA et al.,, 2015). Spinelli et al (2015) afirmam em seu trabalho, que a
utilizac@o da propolis encapsulada aumenta seu potencial antioxidante, além de mascarar seu sabor
quando inserido no produto alimenticio. Viera (2012) avaliando o efeito do extrato de prépolis como
antioxidante em linguica toscana, verificou que o extrato mostrou-se efetivo no controle da oxidagao
lipidica, enquanto a aceitabilidade (sabor e odor) variaram entre 66,1% e 70,0% para os tratamentos
testados. Kunrath et al. evidenciam que a propolis tem alto potencial de aplicagdo em produtos

carneos como antioxidante natural.

2.3. Métodos de extracéo

Estudos tém sido realizados na busca pela melhoria da eficiéncia de extracdo de
antioxidantes naturais, com reducéo do volume de reagente, do tempo de processo e substituicdo de
técnicas tradicionais. As técnicas tradicionais de extracdo, ou também conhecidas como
convencionais, sdo consideradas demoradas, possuem baixa eficiéncia e podem afetar a fragédo
extratora, além disso, se forem utilizadas altas temperaturas durante longo tempo, a fragcdo pode
perder sua atividade bioldgica (PRASAD et al., 2009). Além disso, na metodologia de extracdo
convencional (EC) ou conventional extraction ha perdas por ionizacdo, hidrolise e oxidagédo e o

processo deve ser realizado na auséncia de luz e oxigénio (NAYAK et al., 2015; HAYAT et al., 2009).
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Os métodos mais comuns séo: 0 processamento de alta pressado, ultrassom, irradiagao
gama, extracdo por fluido supercritico, Soxhlet e microondas (AKTAS; YILDIZ, 2011; PRASAD et al.,
2009). Para serem considerados ideais, os métodos ndo devem ser destrutivos e devem colaborar
para que as taxas de extracao sejam altas (NAYAK et al., 2015).

Trusheva, Trunkova e Bankova (2007) e Briones-Labarca et al. (2015) afirmaram que a
extracao assistida por micro-ondas (EAM) ou microwave-assisted extraction, alta pressao hidrostéatica
(APH) ou high pressure extraction e a extracdo ultrasssonica (EU) ou ultrasound-assisted extraction
estdo entre as tecnologias mais promissoras para extragdo em plantas. Estes métodos baseiam-se
essencialmente na selecao adequada de solvente e energia, visando aumentar a solubilidade quimica
e transferéncia de massa (CORRALES et al., 2008).

Alta pressao hidrostatica, campo elétrico pulsado e ultrassom pertencem as tecnologias
respeitadoras do ambiente e energeticamente eficientes (CORRALES et al., 2008).

O método assistido por micro-ondas ocorre em recipientes selados de extragdo, onde estdo
contidas a amostra e o solvente, sob condicdes de temperatura e pressao controladas. Por ocorrer
em meio fechado, os recipientes permitem a elevacdo muito alta da temperatura do solvente,
podendo atingir seu ponto de ebulicdo, encurtando o tempo de extracdo e aumentando a eficiéncia do
processo (BALLARD et al., 2010). E considerado eficaz e econémico, sua utilizagdo reduz o tempo de
extracdo e utilizacdo menor de solventes (PAN et al., 2008; WANG et al., 2010).

As micro-ondas aplicadas sdo campos elétricos e magnéticos, sua energia atua como
radiacao ndo ionizante, que causa radiacdo dos dipolos, porém nédo afeta a estrutura molecular e sua
frequéncia varia de 300 a 300.000 MHz (WANG et al., 2010).

Zigoneanu et al (2008) afirmaram que o hexano foi considerado o melhor solvente para o
processo de MAE, por ndo absorver energia das micro-ondas, evitando assim a degradacdo dos
componentes termoldbeis. Nayak et al. (2015) concluiram em seu estudo que a metodologia EAM,
contribuiu ndo s6 para uma maior recuperacao do teor de fendlicos totais, mas também na qualidade
de compostos fendlicos, com rica atividade antioxidante.

A metodologia APH baseia-se na aplicagdo de pressdo de 100 - 800 MPa, podendo chegar
até mesmo a 1000 MPa. E considerado um método eficaz e rapido quando comparado aos outros,
apesar de poder causar alteracBes estruturais nos alimentos, por deformacdes celulares, dano na
membrana e desnaturacdo de proteinas. Sua utilizacdo pode melhorar a taxa de transferéncia de
massa, a permeabilidade de solvente nas fragBes celulares, bem como a difuséo de metabdlitos
secundarios nestas fragdes (DORNENBURG; KNORR, 1993; AHMED; RAMASWAMY, 2006).

Prasad et al. (2009) compararam a eficiéncia do método APH com o método convencional
(EC), verificando reducéo do tempo de extracdo do EC para o APH e melhor atividade antioxidante

deste Ultimo.

2.3.1. Extracé&o assistida por ultrassom

A metodologia por ultrassom pode ser realizada em dois tipos de equipamentos: o banho

ultrassénico e a sonda ultrassénica. No banho ultrassonico as amostras sao submersas dentro de um
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objeto de vidro, ocorre uma melhora da solubilidade das particulas solidas da amostra em solvente. O
segundo método, a sonda ultrassénica, é considerado mais potente quando comparado ao banho,
neste caso, a sonda € imersa no baldo da reacdo, causando menos atenuacées (CHEMAT; KHAN,
2011).

A extracdo assistida por ultrassom é um método que representa vantagens pela alta
eficiéncia, por demandar menor consumo energético e requerer pequena quantidade de solvente,
além disso, pode ser utilizado em baixas temperaturas, evitando danos térmicos (BRIONES-
LABARCA et al., 2015; OROIAN; ESCRICHE, 2015).

O ultrassom, devido ao seu alto poder de transferéncia de massa por forcas de cavitacao,
apresenta bolhas presentes no liquido-sélido de extracdo, que podem causar colapso celular na
planta, gerando pressdo localizada, rompendo o tecido, facilitando a liberacdo de substancias
intracelulares para o solvente (CORRALES et al., 2008). Suslick e Price (1999) e Chemat et al. (2017)
afirmam ainda que as bolhas de cavitacdo geram efeitos fisicos que afetam a amostra analisada,
podendo gerar fragmentacdo e eros6es na mesma.

Quando utilizado como uma unidade de processo no pré-tratamento, o método pode ser
capaz de aumentar a extragcdo de componentes, tais como: polifendis, antocianinas, compostos
arométicos, polissacarideos, 6leos e compostos funcionais, além disso o uso deste tipo de extracdo
proporciona maior rendimento com reducédo do tempo de processo, e é comercialmente viavel para
aplicacdo em escala industrial (VILKHU et al., 2008).

Jug, Konci¢ e Kosalec (2014) avaliaram a eficiéncia da maceracdo quando comparada ao
método de extragdo por EU em amostras de propolis, verificando que este Ultimo se apresentou
superior quanto ao rendimento.

Xu et al. (2017) avaliaram em seu trabalho o efeito de fatores como concentracdo de etanol,
proporcao de solvente:amostra, tempo e temperatura na extracdo de antioxidantes naturais da flor de
Limonium sinuatum, concluindo que a concentracdo de etanol e a propor¢cdo de solvente:amostra
avaliados foram considerados significativos no rendimento da extragao.

A variacdo da temperatura de processo do EU foi avaliada por Afshari, Samavati e Shahidi
(2015). Os autores concluiram em uma andlise da atividade antioxidante de polissacarideos, que o
aumento da temperatura, até atingir 95°C, aumenta o rendimento de extracdo devido ao aumento na
solubilidade.

Industrialmente, a utilizacdo do EU mostrou-se vantajosa pelo aumento da taxa global de
extragdo, possibilidade de utilizacdo de solventes alternativos, baixo investimento, aumento da

extracdo de compostos sensiveis ao calor (CHEMAT; KHAN, 2011).

2.4. Métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante é utilizada como parametro indicador da presenca de compostos
bioativos nos alimentos (ARAUJO, 2011). E descrita pela capacidade das moléculas redox de
eliminar os radicais livres presentes (FLOEGEL et al., 2011). Pode ser avaliada in vitro ou in vivo,

sendo que nos métodos in vitro estdo envolvidos desde métodos quimicos com substratos lipidicos a
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ensaios mais complexos, utilizando técnicas instrumentais, por avaliagdo colorimétrica, biolégica e
eletroquimica (BORGES et al., 2011; ALVES et al., 2010).

Metodologias in vitro possuem algumas desvantagens por ndo medirem fatores como:
biodisponibilidade, estabilidade in vivo, retengéo dos antioxidantes pelos tecidos e reatividade (CRUZ,
2008; VASCONCELOS et al., 2007).

Neste contexto, a eficiéncia do antioxidante pode ser medida através da transferéncia de
atomos de hidrogénio (TAH) ou hydrogen atom transfer, medindo a capacidade do antioxidante em
desativar os radicais peroxila por meio da doacédo de hidrogénio, a medigdo também pode ocorrer
pela transferéncia de elétrons (TE) ou single electron transfer, neste tipo de ensaio o antioxidante é
avaliado quanto a sua capacidade em reduzir oxidantes pela transferéncia de um elétron (HUANG;
PRIOR, 2005). Os principais métodos, seus principios, vantagens e desvantagens sdo apresentados

a seguir.

2.4.1. Métodos baseados em transferéncia de hidrogénio

Os métodos baseados em transferéncia de hidrogénio medem a habilidade do antioxidante
em eliminar ou desativar os radicais livres através da doacédo de hidrogénio. Este tipo de reacdo é
independente do pH e do solvente utilizado e ocorre rapidamente, finalizando em minutos e até
mesmo segundos, porém, possui limitagdo quando ha a presenca de agentes redutores como o
metal, afetando a reatividade aparente (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Estdo inclusos nesta
classificagdo: ORAC (oxygen radical absorbance capacity) e TRAP (total radical-trapping antioxidante

parameter).

2.4.1.1. ORAC

O método ORAC é baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio em que ocorre uma
reacdo competitiva entre o antioxidante e o substrato (alimento) pelo radical peroxil, este radical é
formado a partir do composto dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH). Neste caso, a
reacdo ocorre entre o radical com a fluoresceina (composto fluorescente), porém com a remocado do
radical peroxil por meio do antioxidante ha um retardo da perda da fluorescéncia (BECKER; NISSEN;
SHIBSTED, 2004; FLOEGEL et al., 2011; ARAUJO, 2011).

A intensidade da fluoresceina é medida a cada minuto no total de 35 minutos em condi¢des
pré estabelecidas de pH e temperatura (MACDONALD-WICKS; WOOD; GARG, 2006). Este método é
totalmente automatizado, no entanto necessita de controle de temperatura, ja que a reagcao que
ocorre no meio € sensivel a mesma. O resultado da atividade antioxidante por ORAC é expresso
através do célculo da medida da &rea sob a curva de decaimento da fluorescéncia, comumente dados
em equivalentes de Trolox, necessitando também de uma curva padrdo com 5 concentragbes
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).
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24.1.2. TRAP

Neste método ocorre um controle entre o radical peroxil e a sonda através do antioxidante,
que monitora a capacidade do mesmo em reagir com 0s componentes citados acima. A reacao
possui como requisito de realizacdo a presenca de sonda reativa com ROO’ em baixas
concentracdes, além disso, nenhuma reacdo em cadeia de radicais além da oxidacdo da sonda deve
ocorrer. Em alimentos e bebidas este ensaio pode ser aplicado in vitro, tendo seus resultados
expressos em Trolox, assim como 0 ORAC (SANCHEZ-MORENO, 2002).

2.4.2. Métodos baseados em transferéncia de elétrons

Estes métodos baseiam-se na capacidade de transferir elétron com o objetivo de reduzir
compostos como radicais e metais. Quando esta reac¢é@o ocorre, h4 uma mudanca da coloracdo do
oxidante acompanhada a ela, sendo sua descolora¢do dependente da concentra¢do de antioxidante
presente (ARAUJO, 2011).

Sao considerados métodos lentos, sendo assim, o calculo é realizado em porcentagem de
reducdo do produto e ndo a partir da cinética como € realizado no TAH (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).

Nesta classificagdo, encontram-se métodos como: ABTS (2,2'-azino-bis-3-etilbenztiazolina-
6-sulfénico), DPPH (2°2-diphenyl-1-picrilhydrazil), FRAP (ferric reducing antioxidante power) e Folin-

Ciocalteu (fendis totais).

24.2.1. ABTS

Na metodologia de ABTS, adiciona-se persulfato de potassio para formar quimicamente o
radical ABTS* (coloracdo azul — esverdeado), visando facilitar a observacdo do comportamento
espectral do ABTS, que absorve luz na regidao do visivel (734 nm) somente na forma radicalar
(ABTS*"). Neste caso, 0 antioxidante regenerard a forma radicalar, promovendo a descoloracdo da
solucao tampéo fosfato, adicionada em funcdo do material a ser analisado (Figura 3). A intensidade
da coloracdo sera correlacionada a mesma intensidade ocasionada pelo padrdo analitico Trolox®
(&cido 6-hidroxi-2-5-7-8- tetrametilcromo2-carboxilico), um analogo hidrossolivel da vitamina E
(BECKER; NISSEN; SKIBETED, 2004). O ABTS é aplicavel ao estudo de antioxidantes

hidrossoluveis e lipossoliiveis, compostos puros e extratos vegetais (AUGUSTO et al., 2015).
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Figura 3. Comportamento espectral do ABTS.
Fonte: Cruz, 2008.

Floegel et al. (2011) compararam os métodos de ABTS e DPPH em alimentos com maior
poder antioxidante consumidos nos EUA. Verificaram que o0s ensaio de ABTS resultaram em
melhores estimativas da capacidade antioxidante de alimentos, quando comparado ao DPPH, em
particular quando analisados frutos, vegetais e bebidas contendo compostos antioxidantes

hidrofilicos, lipofilicos e pigmentados.

2.4.2.2. DPPH

O método de determinacdo da capacidade antioxidante DPPH é considerado pratico, rapido
e estivel. Baseia-se na capacidade do radical estavel 1,1 —diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") de
reagir com doadores de hidrogénio. O radical DPPH" é um radical de nitrogénio organico, possui
coloragdo violeta e absor¢do méxima na faixa de 515 a 520 nm. A reducgédo do radical € monitorada
pelo decréscimo da absorbéancia, a solu¢éo perde sua coloragéo violeta, tornando-se amarelada. Isso
ocorre devido ao desemparelhamento do elétron proveniente do atomo de nitrogénio do DPPH, que
recebe um atomo de hidrogénio, proveniente do antioxidante, promovendo a mudanca de cor. Ali et
al. (2008) realizaram a reagado estequiométrica do radical DPPH, representado por Z’, como uma

molécula doadora de hidrogénio (AH) (Equacéo 1):

Z+AH > ZH + A 1)

Trata-se de uma metodologia aplicavel em analise de extrato de frutas, gréos e
farelos, vegetais, ervas e 6leos de sementes comestiveis, utilizando diferentes solventes como etanol,
acetona, metanol e benzeno (CHENG; MOORE; YU, 2006; MOON; SHIBAMOTO, 2009). Cabral et al.
(2009), verificaram em sua pesquisa com a prépolis vermelha, que o método DPPH tem se mostrado

vantajoso sobre os outros métodos, pois o resultado nédo é afetado pela polaridade do substrato.
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2.4.2.3. FRAP

O ensaio de FRAP, diferentemente dos outros métodos, baseia-se na habilidade das
substancias fendlicas em reduzir o ferro férrico (Fe 3*) a ferro ferroso (Fe 2*) em baixo pH, sem a
existéncia de radicais livres envolvidos (VASCONCELOS et al, 2007). Mede-se portanto, a
capacidade antioxidante na reducdo do complexo incolor (ferritripiridiltriazina) (Fe3* - TPTZ) para o
complexo ferroso azul ferroso-tripiridiltriazina (Fe 2+ - TPTZ), devido a doacdo de elétron pelo
antioxidante (FLOEGEL et al., 2011; PELLEGRINI et al., 2006). O antioxidante utilizado neste caso
deve ser obrigatoriamente hidrofilico, ja que o método ocorre em meio aquoso (ARAUJO, 2011). Os
resultados desta metodologia sdo expressos em equivalentes micromol de Trolox/g de amostra (em
base seca) ou equivalente em milimol de Fe?*/kg de amostra (PELLEGRINI et al., 2006). A principal
desvantagem deste método baseia-se no fato de que, substrato oxidavel ndo é incluso no método,
assim a capacidade redutora do método pode ndo refletir necessariamente a atividade antioxidante
(RAVELLLI, 2011).

Thaipong et al. (2006) compararam a eficiéncia dos métodos ABTS, DPPH, FRAP, e
ensaios de ORAC para estimar atividades antioxidantes do acido ascoérbico, fendlicos totais e
carotenoides totais nos extratos de goiaba. Verificaram em seus resultados, que todas as
metodologias apresentaram-se compativeis para a atividade antioxidante medida, porém a técnica
FRAP mostrou alta reprodutibilidade, foi simples, rapidamente realizada e maior correlagcdo com

ambos acido ascorbico e compostos fendlicos.

2.5. Métodos de inibicdo da oxidacao lipidica por testes acelerados

A avaliagdo da oxidacéo lipidica é realizada em alimentos com o objetivo de verificar as
condi¢des quimicas, fisicas ou organolépticas de alimentos gordurosos (SHAHIDI; WANASUNDARA,
2008). Industrialmente, € necesséria como medida de prevencéo e controle da qualidade de 6leos e
gorduras. Esta avaliacdo pode ser realizada em condi¢6es normais ou aceleradas, sendo que esta
Ultima permite estimar rapidamente a eficacia tedrica de um antioxidante, de forma isolada ou em
associagdo (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

Os testes de oxidacao acelerada séo considerados simples e especificos para aplicagdo em
andlise de alimentos (SHIMANO, 2012). Objetivando resultados fiéis, estes testes devem ser
realizados durante um periodo de tempo de inducéo, visando simular as condi¢des que o alimento é
exposto (FRANKEL, 1993). A avaliacdo da oxidacdo do alimento por meio de testes acelerados
permite estudar a estabilidade oxidativa da amostra, além da efichcia do antioxidante (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999). Dentre os testes acelerados utilizados em 6leos e gorduras estdo o

teste de estufa Schaal Oven Test e o Rancimat.
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2.5.1. Schaal Oven Test ou teste de estufa

Dentre os testes acelerados, o teste de estufa é o mais utilizado por apresentar poucos
inconvenientes, sua eficacia é resultado de cada dia de armazenamento na temperatura de 60 - 70°
C, correspondente a um més de armazenamento a temperatura ambiente. Entre os intervalos
estabelecidos séo retiradas amostras, que podem ser analisadas quanto a eficacia do antioxidante
sobre oxidacéo lipidica. As metodologias mais utilizadas sado: indice de peréxido, indice de acidez e
absortividade no UV (KRISTOTT, 2000). Este método ¢é limitado pelo fato de nédo relacionar o prazo
de validade com a estabilidade oxidativa e propriedades sensoriais do dleo (KRISTOTT, 2000).

Os resultados obtidos neste teste apresentam boa correlacdo com o teste realizado em
condicdes normais de armazenamento, com temperatura ndo controlada (SILVA; BORGES;
FERREIRA, 1999).

2.5.2. Oil Stability Index ou indice de estabilidade de 6leo

O método de indice de estabilidade do dleo difere do armazenamento em condi¢des
ambiente com relacdo ao controle do fluxo de ar e temperatura, acelerando a oxida¢cdo (FARHOOSH,
2007). Seu equipamento € responsavel por determinar automaticamente o tempo de inducado, além
disso, os compostos volateis formados durante a oxidacao alteram exponencialmente a condutividade
da &gua, assim € possivel identificar o periodo de indu¢édo, medido em horas.

E limitado, j&4 que requer altos niveis de oxidacdo e ndo é aplicavel & compostos
termolabeis. Outro inconveniente é que alguns antioxidantes sdo sensiveis a altas temperaturas ou
até mesmo volateis e por isso a resposta pode ser subestimada (SILVA; BORGES; FERREIRA,
1999).

2.6. Consideracdes Finais

A escolha do melhor antioxidante para impedir a continuidade da oxidacao lipidica é
dependente de diversos fatores, no entanto, a forma com que 0 mesmo € extraido age diretamente
no rendimento da amostra analisada. Por isso, estudos baseados nas diversas formas de extracao
em antioxidantes naturais sdo necessarios, assim sera possivel determinar a melhor metodologia
otimizada para cada extrato e se esta é realmente eficaz para atuar sobre reacBes deteriorantes.
Neste sentido, o emprego de solugbes hidroalcodlicas e a utilizagdo do ultrassom como medida de
acelerar o processo de extragdo com altos rendimentos de compostos fendlicos deve ser considerado
em estudos da area, que procuram solucionar problemas de degradacgdo de alimentos no segmento

agroalimentar.
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3. EXTRACAO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES DA PROPOLIS
VERDE COM AUXILIO DE ULTRASSOM

Resumo

A substituicao de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais, como os da
prépolis verde, é altamente desejado pela industria de alimentos. A prépolis verde
apresenta uma alta capacidade antioxidante, que é principalmente atribuida ao seu alto
teor de compostos fendlicos totais. A forma com que estes compostos sdo extraidos
influencia fortemente o rendimento final e atividade antioxidante do extrato resultante, e
as variaveis utilizadas podem influenciar em quais compostos sdo extraidos da matéria-
prima. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi realizar a otimizagdo das condi¢des de
extragdo de compostos fendlicos e antioxidantes da propolis verde com uso de sistema
de ultrassom na poténcia maxima (28 W/L) a temperatura constante de 25°C, variando o
tempo e a proporgdo amostra:solvente, sendo o solvente uma solugdo etanol:agua.
Utilizou-se um delineamento central composto rotacional e a metodologia de superficie
de resposta para estimar condi¢ces experimentais de extracdo efetivas em termos de
teor de compostos fendlicos totais (TPC), expresso em equivalente de acido galico (mg
AG/g amostra seca) e capacidade antioxidante medida em equivalente Trolox (umol de
TEAC/g amostra de propolis) pelo método de ORAC. Os compostos fendlicos extraidos
foram identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Os resultados obtidos elucidam que o processo de extracdo com o ultrassom sofreu
influéncia direta da propor¢éo e do tempo. O modelo matemético encontrado para o TPC
e para ORAC mostraram-se preditivos, com porcentagem de variacao explicada de 88%
e 86%, respectivamente. As condi¢Bes consideradas Gtimas para extracdo de compostos
fendlicos antioxidantes da prépolis verde encontraram-se em 25 minutos nha propor¢ao
de 1:30 de amostra:solvente, resultando em extratos com TPC de 533,9 mg AG/g
amostra e capacidade antioxidante de 3.253,90 umol TEAC/g. A concentracdo dos
compostos antioxidantes nos extratos aumentou a medida que os niveis das duas
variaveis exploratérias aumentaram (proporcdo de 1:10 — 1:30 e tempo de 5 — 45
minutos). E possivel afirmar que o uso de ultrassom para obtencdo de extratos
hidroalcodlicos de prépolis verde foi vidvel tecnicamente nas condi¢cfes testadas.

Palavras-chave: Prépolis verde; Otimizagdo; Ultrassom

Abstract

The replacement of synthetic for natural antioxidants, such as green propolis, is
highly appreciated by food industry. Green propolis presents a high antioxidant capacity
due to its total phenolic content. The way how these compounds are extracted from raw
material strongly influence on the final yield as well as antioxidant activities. In this study
it was performed the optimization of antioxidants compounds extraction from green
propolis through a ultrasound system at maximum power (28 W / L) at 25 ° C, varying the
time and proportion of sample: solvent. A Central Composite Rotational Design (CCRD)
and Surface Methodology were applied to allow to estimate the experimental conditions
capable to extract higher content of Total Phenolic Compounds (TPC) expressed by
Gallic acid equivalent (mg AG/ g sample) and antioxidant capacity determined by Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC) expressed by TEAC equivalent (umol TEAC.g!
sample). After the extraction step the phenolic compounds were identified and quantified
by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The results showed that the
extraction process was influenced by both variables tested. The mathematic models for
TPC and ORAC were considered predicted and the percentages of variation explained
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were 88% and 86%, respectively. The optimum conditions to extract higher content of
phenolic compounds from green propolis were 25 minutes and 1:30 (sample: solvent,
wi/v) proportion. Under these conditions there were found 533.9 mg AG/g of TPC and
3253.9 umol TEAC.g! of antioxidant capacity. The concentration of phenolic compounds
increasead as the levels of variables studied also increased (proportion of 1:10 - 1:30 and
time of 5 - 45 minutes). Thus, it is possible to affirm that the use of ultrasound system to
produce hydroalcoholic extracts from green propolis were feasible, presenting
advantages on conventional process.

Keywords: Green propolis; Optimization; Ultrasound

3.1. Introducéo

Os antioxidantes devem sua capacidade de eliminar os radicais livres aos compostos
fendlicos e flavonoides extraidos de plantas (IACOPINI et al., 2008). Estes compostos preservam o
alimento da oxidacéo lipidica, principalmente quando o produto € exposto ao oxigénio e a luz
(MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT, 2007).

A propolis, considerada um antioxidante natural, € um material resinoso coletado por
abelhas de diferentes tipos de &rvores, sua cor varia dependendo da fonte vegetal que é extraida,
sendo planta nativa brasileira Baccharis dracunculifolia a mais importante fonte da prépolis verde
(HATA et al., 2012; MACHADO et al., 2015).

Na prépolis verde os compostos fendlicos especificos como: &cido p-cumarico e
flavonoides, além de Artepelin C, apigenina e tt-farnesol, tém se tornado um atrativo devido a sua
atividade efetiva, como acéo antioxidante, anti-carie e supressor do crescimento de células tumorais
(KIMOTO et al., 1998; KOO et al., 2002; SIMOES et al., 2004).

De acordo com Bittencourt et al. (2015), os compostos encontrados no extrato de propolis
dependem da escolha e eficdcia do método de extracdo utilizado. Neste sentido, Bulduk, Gezer e
Cengiz (2015) afirmam que ndo somente o método influencia a variedade de compostos extraidos,
mas também o tipo e concentragdo do solvente, a propor¢do de amostra:solvente, a temperatura e 0
tempo de processo.

Além dos métodos tradicionais que utilizam calor e agitacdo, métodos como micro-ondas,
extracdo por fluido supercritico e ultrassom séo utilizados para extrair compostos bioativos (AKTAS;
YILDIZ, 2011; PRASAD et al., 2009).

O ultrassom possui a vantagem de ser um processo simples, eficiente e barato (VIROT et
al., 2010; ILBAY; SAHIN e KIRBASLAR, 2013). Além disso, permite boa penetracdo do solvente na
matriz, aumentando a matriz de contato entre a amostra e o solvente através dos efeitos da cavitagao
produzidos pela onda ultra-sénica (MORELLI e PRADO, 2012; ILBAY; SAHIN e KIRBASLAR, 2013).

Para reduzir o nUmero de experimentos e estimar as melhores condi¢des de extragdo com
maior precisdo utiliza-se a metodologia de superficie de resposta (RSM) e o desenho experimental
(DOE), permitindo simplificar o processo e maximizar a utilizacdo de dados obtidos (WU; LIN e
CHAU, 2001; ILBAY; SAHIN e KIRBASLAR, 2013). A metodologia de superficie de resposta € eficaz
para analisar a interacdo das variaveis independentes, bem como seu efeito sobre as variaveis
resposta (MYERS e MONTGOMERY, 2002).
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Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi utilizar variaveis exploratérias como o
tempo e a proporcdo de amostra:solvente para otimizar a extracdo de compostos antioxidantes da
prépolis verde com ultrassom, de forma a obter condicbes ideais para extracdo de compostos
fendlicos totais e antioxidante, bem como verificar a variagdo de compostos como Artepelin C e p-
cumarico em trés ensaios obtidos para verificacdo da influéncia das variaveis independentes e sua

guantificacéo.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Obtencado da amostra de propolis

A prépolis verde foi fornecida pela empresa brasileira Natucentro IndUstria e Apiarios Centro
Oeste Ltda. (Bambui — MG), coletada por abelhas africanizada, do género Apis Melifera da planta
alecrim do campo ou Baccharis Dracunculifolia no més de novembro do ano de 2015. Foi realizada
uma limpeza visual prévia da amostra, com o0 objetivo de retirar qualquer material indesejavel
presente. Em seguida, a amostra foi triturada mediante a adicdo de Nitrogénio liquido até ficar
homogénea, foi pesada para verificagdo do peso total, acondicionada em sacos escuros de polietileno

de baixa densidade e armazenada em freezer comercial a —18 °C.

3.2.2. Estudo do ponto de maior cavitagdo do banho de ultrassom

3.2.2.1. Eroséo utilizando papel aluminio

O procedimento para avaliagdo do ponto de maior cavitagdo do banho de ultrassom foi
procedido afim de evitar maiores erros de experimento. Realizou-se o teste de erosdo do papel
aluminio segundo o método adaptado de Soriano (2006), forrando-se toda a superficie do fundo da
cuba do banho de ultrassom com papel aluminio. Foi adicionado a cuba 1 L de 4gua em temperatura
ambiente, mantido na mesma temperatura durante 5 minutos de processo ou até o ponto de maior

cavitacdo fosse identificado, ou seja, local onde ocorreu maior colapso da célula.

3.2.3. Estudo do processo de extragao por ultrassom

3.2.3.1. Obtencéao de extratos antioxidantes

Os extratos foram obtidos com o emprego de solucdes hidroalcodlicas a 65%, conforme
resultados obtidos em ensaios preliminares. A proporcdo de propolis e solventes adicionada variou
entre 1:10 e 1:30 e a extracdo ocorreu em banho de ultrassom (Unique, VSC-14000, Brasil) ajustado
na poténcia maxima (28 W/L). A extracdo foi realizada em temperatura constante de 25°C, visando

evitar a degradacdo de compostos de interesse. Foi utilizado o mesmo volume total de solvente (30
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mL) nos ensaios com diferentes propor¢des de amostra:solvente, visto que as ondas de ultrassom
influenciam de acordo com o volume aplicado.

Apbs tempo determinado, a amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos em micro
centrifuga refrigerada (Hitachi KOKI; Japdo) mantida em temperatura ambiente e posteriormente
filtrada em papel de filtro tipo Whatman n. 2. O sobrenadante foi rotaevaporado (rotaevaporador Buchi
Labortechnik AG — modelo R-215) a 45°C para evaporagao do solvente. A solugdo resultante sera
armazenada sob refrigeracdo a 7°C em frascos ambar até o momento das analises para a

determinacgédo da capacidade antioxidante (ORAC) e teor de compostos fendlicos totais.

3.2.3.2. Delineamento experimental

Foi aplicado um delineamento experimental tipo delineamento central composto rotacional
(DCCR) e estudado os efeitos do tempo (x1) e variagdo da propor¢cdo amostra:solvente (xz2), para a
obtencdo de respostas como o teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante dos
extratos da propolis verde. No total foram realizados 12 ensaios combinando as variaveis, sendo 4
repeticdes do ponto central. Gréaficos de superficie de resposta di e tridimensional foram gerados e
manteve-se as variaveis resposta em seu melhor nivel para sobreposi¢do das mesmas, encontrando
assim o ponto 6timo.

Foi realizado este delineamento para direcionar as variaveis independentes estudadas, afim
de realizar um segundo delineamento experimental, buscando estipular um tempo adequado e
trabalhar com uma menor proporcao de amostra:solvente para que seja um processo viavel.

A Tabela 2 apresenta as faixas de estudo das condi¢cdes de preparo dos extratos e seus

niveis de variagao.

Tabela 2. Faixa de estudo das condi¢es de preparo dos extratos de propolis verde e seus niveis de variagao

Niveis de Variacdo
Variaveis explanatorias -1,41 -1 0 1 +1,41
Tempo (minutos) 5 11 25 39 45
Proporcgéo (propolis:solvente) (g/mL) 1:10 1:13 1:20 1:27 1:30

As variaveis respostas foram: o teor de compostos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante determinada pelo método ORAC. A realizacdo das analises foi realizada de forma
aleatéria para os ensaios. Apds a analise dos efeitos principais e interacdes, os efeitos nao
significativos ao nivel de 5% de probabilidade foram eliminados e com os coeficientes de regresséo

foram ajustados modelo matematico conforme a equagédo a seguir:

Y=60 + B1x1 + B2x2 + B12x1x2 + B11x12 + B22x22 + ¢

Onde: Y = resposta (variavel dependente)
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X1 € X2 = niveis codificados das variaveis explanatérias
Bo = média
B's = coeficientes de regresséo

e=residuo

Os modelos foram avaliados em relacdo ao coeficiente de determinacéo (R?) e teste de F
comparado ao valor da tabela de 95% de probabilidade para uma distribuicdo de referéncia, com
auxilio do aplicativo Statistica 12.0 (Statsoft, USA). Ap6s a validacdo do modelo, as regifes de
interesse das superficies de respostas geradas com as curvas de iso-respostas foram estudadas, a
fim de determinar os niveis 6timos do processo em estudo. Apés a identificagcdo das melhores
condicdes, foi realizada a validacéo pratica do modelo tedrico, sendo que os extratos produzidos

nesta etapa tornaram-se ponto de partida para as analises subsequentes.

3.2.4. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais e capacidade

antioxidante in vitro

3.2.4.1. Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais ou total phenolic content (TPC) A
andlise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventos (1999), estabelecendo-se o acido gélico como padréo para realizagdo de uma curva. Para a
determinacéo do teor de fendlicos totais, 0,5 mL dos extratos obtidos na extragdo por ultrassom foi
utilizado. Foi misturado a estes 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (diluido 1:10) e 2,0 mL de
Na2CO3 4% (m/v). Apbés 2 h de incubacdo no escuro a temperatura ambiente, a absorbancia foi
medida em espectrofotébmetro (Shimadzu, modelo UV 1240, Japéo) a 740 nm. O branco do sistema
foi preparado da mesma forma, porém sem a aliquota da amostra.

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de
acido gélico (mg AG/g), calculados por meio de uma curva construida com concentracfes variando
de 5 a 60 pg/mL.

3.2.4.2. Identificacdo e quantificacdo de acidos fendlicos

A andlise foi realizada no laboratério de Bioquimica do Departamento de Agroinddstria,
Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP. As andlises por CLAE em fase reversa foram realizadas de
acordo com o método descrito por Alencar et al. (2007). Os extratos foram previamente filtrados
utilizando filtro 0,22 ym (Millipore) e diluidos em metanol e uma aliquota de 10 microlitros foi injetada
em um cromatografo liquido (Shimadzu Co) acoplado a um detector de arranjo fotodiodos e a coluna
de fase reversa Cis (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 pm. Foram utilizadas duas fases

moveis, tais como agua Milli-Q:acido acético (19:1) (solvente A) e metanol (solvente B). O gradiente
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iniciou com 30% do solvente B até 40% de B em 15 minutos, 50% de B em 30 minutos, 60% de B em
45 minutos, 75% de B em 65 minutos, 75% de B em 85 minutos, 90% de B em 95 minutos e 30% de
B em 105 minutos. A coluna foi mantida a uma temperatura constante de 30°C e os cromatogramas
foram processados utilizando o software Class-VP. Os compostos foram identificados pelo espectro
de absorcdo na regido ultravioleta a 310 nm, utilizando os recursos do detector de arranjo de
fotodiodos, pela comparacdo do tempo de retencdo e co-cromatografia de padrfes. Neste trabalho,
foram utilizados os seguintes padrdes auténticos de acidos fendlicos e flavonoides (Extrasynthese
Co. e Sigma Aldrich): acido p-cumarico e artepelin C. A identificacdo dos compostos foi realizada no
comprimento de onda ultra-violeta de 310 nm. Foram escolhidos 3 ensaios, baseados na resposta de
teor de compostos fendlicos, que representam as diferentes condi¢bes avaliadas e que apresentaram
baixo, médio e alto teor. Os ensaios analisados neste primeiro momento foram 1, 4 e 9, visando
avaliar trés niveis distintos. Neste sentido, buscou-se verificar como o aumento do tempo e da
proporc¢ao interferiam na extragdo do acido p-cumarico e artepelin C.

3.2.5. Capacidade antioxidante pelo método ORAC

A andlise foi realizada no laboratério de Bioquimica do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP. Utilizou-se o método ORAC adaptado daquele descrito por
Chisté et al (2011). Os reagentes utilizados no método foram diluidos em tampao fosfato de potassio
75 mM, pH 7,4. Para a analise foi utilizado 30 pL de extrato/padrdo, 60uL de fluoresceina
(concentracdo de 4,066mM) e 110 pL de AAPH (dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)) na
concentracao de 76mM.

Para o preparo do branco, utilizou-se apenas 200uL de tampédo fosfato. O controle foi
realizado com 30pL de tampao fosfato, 60uL de fluoresceina e 110uL de AAPH. As leituras foram
feitas em leitor de microplacas SpectraMax® M3 (Molecular Devices), em condi¢des especificas de
temperatura (37°C), por 2 horas de incubagéo e fluorescéncia (excitagdo 485nm, emissdo 528nm).

Para a construgdo da curva padrao foi utilizado o Trolox® 1mM nas concentra¢des de 12,5 a
400 uM. A protecdo fornecida pelos extratos (ou padrdo) foi calculada usando a diferenca entre a
area sob a curva de decaimento de fluorescéncia na presenca da amostra (AUC amostra) e ha sua
auséncia (AUC branco). Por meio de equacfes de regressao e calculos fornecidos pelo software, os
resultados finais foram langados na reta obtida pela curva analitica. Os resultados de atividade
antioxidante foram, entdo, expressos em equivalente Trolox (umol de TEAC/g de amostra de

propolis).
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3.3. Resultados e Discusséao
3.3.1. Estudo do ponto de maior cavitagdo do banho de ultrassom

Para obtencdo de uma extracéo igual para todas os ensaios realizou-se previamente uma
andlise do ultrassom banho com papel aluminio para verificar o ponto de maior cavitagdo interna.
Esta identificacdo é essencial visto que a posi¢ao do recipiente em determinada area pode influenciar
no resultado final.

Observaram-se 2 pontos de melhor cavitagdo, sendo ambos em cima dos cristais
piezoelétricos do banho de ultrassom. Assim, todos os frascos foram situados na mesma posi¢éo
para prosseguimento da extracdo de maneira mais regular entre todos. Na figura 4 € possivel verificar
a localizac@o da melhor posicéo para os frascos de extragao através dos pontos de erosao formados.

Figura 4. Erosdo com papel aluminio para determina¢éo do maior ponto de cavitacéo.

Legenda: Os circulos vermelhos representam a area de maior extragéo.

Verifica-se portanto que o equipamento utilizado possuia 2 pontos maiores de extracao,
onde a cavitagdo ocorre com maxima intensidade, situados exatamente sobre os cristais

piezoelétricos do banho de ultra-som.

3.3.2. Estudo do processo de extragao

A Tabela 3 apresenta as faixas de estudo das condi¢des de preparo dos extratos (variaveis

independentes), seus niveis de variacdo e as variaveis resposta.
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Tabela 3. Condi¢Bes de extracao e resultados obtidos

Variaveis independentes (valor real e codificado) Variaveis respostas

Ensaio® Tempo ultrassom Proporcédo Propolis:solvente Ytrc (Mg Ytaa (umol
(min) (g/mL) AGlg TEAC/g

amostra)® amostra)®
1 11(-1) 1:13 (-1) 334,2 2452,0
2 39 (+1) 1:13 (-1) 351,9 31231
3 11 (-1) 1:27 (+1) 405,3 3077,6
4 39 (+1) 1:27 (+1) 481,8 3326,4
5 5 (-1,41) 1:20 (0) 344,8 2210,2
6 45 (+1,41) 1:20 (0) 316,4 3524,0
7 25 (0) 1:10 (-1,41) 413,3 3064,5
8 25 (0) 1:30 (+1,41) 533,9 3253,8
9 25 (0) 1:20 (0) 450,9 3245,3
10 25(0) 1:20 (0) 464,7 3214,7
11 25 (0) 1:20 (0) 494,5 3255,1
12 25 (0) 1:20 (0) 411,4 3272,9

a Ensaios realizados em ordem aleatoria.
bTeor de compostos fendlicos totais.

¢ Capacidade antioxidante total.

3.3.2.1. Efeito das variaveis independentes do processo sobre os

compostos fendlicos totais (TPC)

Os dados apresentados na tabela de andlise de variancia (ANOVA) (tabela 4) indicam um
bom ajuste do modelo (R2=0,88), indicando que 87% de variacéo é explicada pelo mesmo. Como o F
calculado para a regressdo é superior ao F tabelado (Fregression = 44,92 > Ftabulated (0,95; 5; 6) = 4,39), 0
modelo, caracterizado pela equacéo 1, se ajusta bem aos dados experimentais. O fato de o modelo
apresentar uma alta porcentagem de variacdo explicada e o F calculado ser considerado 10 vezes
superior ao F tabelado, pode-se concluir que o modelo pode ser utilizado para fins preditivos. Os
termos considerados néo significativos, retirados do modelo, foram incorporados aos residuos para o
calculo da ANOVA.
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Fonte de Soma dos Graus de Quadrado médio F
variacéo guadrados Liberdade (GL)
Regressao 45.544,11 5 45.544,11 44,92
Residuo 6.080,22 6 1.013,37
Total 53.904,32 11

R2=0,88 F=0,95;5:6=4,39

Os valores absolutos de tcae, também chamados de efeitos padronizados, fornecem as

alturas das barras que por sua vez sdo dispostas de maneira decrescente. As barras que ultrapassam

a linha de p=0,05 consideram que tais variaveis representadas sdo significativas, o que pode ser

observado no diagrama de Pareto (figura 5).

Tempo(Q) £

(2)Proporgo(L) |

wwaL b

() Tempo(l) £ 6023717

Proporcao(Q) |77 1 5666775

Figura 5. Diagrama de Pareto para a andlise de TPC. p=0,5.

.........................................................

E possivel verificar pelo diagrama de Pareto que, o tempo quadratico e a propor¢éo linear

foram variaveis consideradas significativas ao nivel de 5% de probabilidade. No entanto, a interacéo

entre as variaveis tempo e propor¢do, bem como o tempo linear e a propor¢do quadratica, por

apresentarem efeito ndo significativo, foram desconsideradas para a obten¢éo do modelo matemético

de segunda ordem (Equagédo 1) apresentado a seguir.

Ytpc = 460,9 — 66,2x12 + 46,5%2

@)
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Por meio das superficies de respostas e gréaficos de contorno que representam graficamente
0 modelo ajustado (figura 6), pode-se verificar a faixa de tempo e propor¢cdo de amostra:solvente em

gue obteve-se melhor resposta do teor de compostos fendlicos totais (TPC).

= B8 350
439 00 Propercho Tempo

Figura 6. Influéncia do tempo e da propor¢&o de amostra:solvente sobre o teor de compostos fendlicos totais do
extrato de propolis verde.

Observando as superficies, € possivel afirmar que ha uma tendéncia de maior extragcdo de
compostos fenodlicos entre aproximadamente 18 e 30 minutos, com propor¢cdo amostra:solvente
acima de 1:13. Os resultados que variaram de 316,4 a 533,9 mg AG/g amostra demonstram que o
teor de compostos fendlicos totais encontrados em todos os ensaios avaliados atende ao requesito
minimo do Ministério da Agricultura, que € de 0,5% (BRASIL, 2001). Bittencourt et al. (2015)
verificaram o teor de compostos fendlicos totais da prépolis verde e marrom, sendo ambas brasileiras,
e obtiveram resultados variando de 38,85 a 204,3 mg AG/g amostra e 31,8 a 62,4 mg AG/g amostra,
respectivamente. Tais resultados sao diferentes deste presente trabalho devido ao método de
extracdo utilizado (maceracéo), tipo e quantidade de solvente usado, quantidade de amostra,
temperatura, sazonalidade da prépolis, dentre outros.

Oldoni et al. (2015), em um estudo de otimizagdo de extracdo de compostos bioativos de
propolis do Brasil, encontraram valores variando de 2,4 — 5,7 mg AG/g amostra, utilizando uma
variacdo de tempo de 15 a 45 minutos. Os autores ainda afirmaram que o teor de compostos
fendlicos totais aumentava proporcionamente com o aumento do tempo, contrariamente ao que foi
observado neste estudo, j4 que a variavel xi1 (tempo linear) ndo foi considerada significativa e os
melhores pontos de extracdo concentravam-se entre 11 e 39 minutos.

Ghafoor e Choi (2009), em um estudo de otimizacdo de extragcdo de compostos fenodlicos
por ultrassom da pele da uva, verificaram que a variavel tempo foi altamente significativa, com melhor
resultado de TPC em 20 minutos, dados estes semelhantes ao encontrado neste estudo. A maioria
das células dos compostos fendlicos sdo quebradas nos primeiros 20 minutos de extracao e depois
deste tempo o processamento com o0 ultrassom pode induzir a degradacdo destes compostos
presentes na amostra analisada (TIWARI et al., 2009; MARAN et al., 2013). No entanto, como pode
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ser observado no nosso trabalho, a composicdo de compostos fendlicos s6 comeca a sofrer
interferéncia de reducéo a partir de aproximadamente 40 minutos.

Paviani et al. (2013), em um estudo comparando a forma convencional de extracao,
extracdo convencional por solvente a quente e a extracdo por fluido supercritico de prépolis brasileira
verde e vermelha, verificaram que a eficiéncia da extracdo por Soxhlet foi afetada pela polaridade do
solvente utilizado, sendo que o método mais eficiente na extracdo de TPC foi a extragdo por fluido
supercritico na pressao estabelecida de 400 bar a 60°C.

Estes resultados exemplificam a importancia de estudo das variaveis avaliadas e seu

impacto sobre a resposta final.

3.3.2.1.1. Identificacdo e quantificacdo de acidos fendlicos

A andlise por cromatogréfica liquida de alta eficiéncia (CLAE) mostrou uma composi¢do
quimica complexa através da observacdo de diversos tempos de retencdo e o método cromatogréfico
foi considerado efetivo devido a sua alta seletividade.

Através dos 3 ensaios (1, 4 e 9), verificou-se que a medida que aumentou-se o tempo de
extragdo com o ultrassom e a proporcdo de amostra:solvente usada, houve no geral um aumento da

quantidade de Artepelin C e &cido p-cumarico (tabela 5).

Tabela 5. Composicéo e quantificacdo dos ensaios selecionados de propolis verde por HPLC.

Composto (mg/g amostra)

Ensaio Artepelin C Acido p-cumarico
1 161,4 9,4
4 206,9 22,6
9 126,0 12,2

As andlises de CLAE foram realizadas de acordo com os perfis cromatograficos dos paddes

de acido p-cumarico e Artepelin C, como pode ser observado na imagem 7 e 8, respectivamente.
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Figura 7. Perfil cromatogréfico para o padréo de &cido p-cumdrico obtido em 14,3 minutos.
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Figura &. Perfil cromatogréafico para o padréo de Artepelin C obtido em 76,1 minutos.

Nas figuras 7 e 8 foram apresentados os espectros de absor¢cdo na regido do UV e o
comprimento de onda de absor¢do méaximo, respectivamente, obtidos em 300 nm para ambos os
compostos estudados (acido p-cumérico e Artepelin C), que apresentam tempo de retencdo em 14,3
e 76,1 minutos, respectivamente. Confirmou-se assim o comprimento de onda selecionado para o
desenvolvimento do estudo. Os compostos identificados nos ensaios 1, 4 e 9 sdo mostrados em seus
respectivos cromatogramas na figura 9, 10 e 11.
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Figura 8. Perfil cromatografico do ensaio 1 do extrato hidroalcodlico de prépolis verde extraido por ultrassom.
Identificacé@o do pico: (1) Acido p-cumarico; (2) Artepelin C.
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Figura 10. Perfil cromatografico do ensaio 4 do extrato hidroalcodlico de propolis verde extraido por ultrassom.
Identifica¢é@o do pico: (1) Acido p-cumarico; (2) Artepelin C.
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Figura 11. Perfil cromatografico do ensaio 9 do extrato hidroalcodlico de propolis verde extraido por ultrassom.
Identificacé@o do pico: (1) Acido p-cumarico; (2) Artepelin C.
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A quantidade de acido p-cumarico quantificada variou de 9,4 — 22,6 mg/g amostra. Oldoni et
al. (2015) classificaram este mesmo composto como majoritario em seu estudo, apresentando
concentracdo de 0,3 mg/g, seguido do acido cafeico e ferrarico. Enquanto Cunha et al. (2004)
obtiveram como resultado 22,2 mg/g de p-cumarico em amostra de propolis da regido sudeste do
Brasil.

O acido fendlico majoritario foi o Artepellin C (206,9 mg/g amostra seca). Castro, Cury e
Rosalen (2007) afirmaram que a propolis do sudeste brasileiro apresenta o acido 4-hidroxi-3,5-diprenil
cinamico (Artepelin C) como sendo um dos compostos majoritarios. Machado et al. (2016), analisando
diversos tipos de propolis do Brasil, dentre elas prépolis verde, vermelha e marrom, concluiram que o
composto Artepelin C esteve presente apenas na prépolis verde brasileira.

No mesmo ensaio (4) em que se encontrou maior teor de Artepelin C, verificou-se maior teor
de &cido p-cumarico. Este resultado pode ser explicado por meio da formacdo destas duas
substancias, que é devida a partir do acido cinamico e seus derivados (SILVA, 2008).

De Zordi et al. (2014), em um estudo de otimizacdo de compostos da prépolis utilizando
ultrassom e por dioxido de carbono supercritico e o perfil quimico de ambas técnicas, verificaram que
0 uso do ultrassom com etanol é a melhor escolha em termos de extracdo de compostos fendlicos,
enquanto o outro método € mais eficiente na extragdo de flavonoides e acidos cafeicos.

Shimizu et al. (2004) constataram em seu trabalho que o Artepelin C da planta Baccharis
dracunculifolia da préplis brasileira € considerado um composto antioxidante biodisponivel. No
entanto € necessaria a realizacdo de estudos que comprovem se a forma de extragdo néo torna esta
concentracdo encontrada de acidos fendlicos nesse trabalho téxica quando ingerida por seres
humanos como antioxidante natural aplicado em alimentos.

Exitem problemas em se comparar os compostos quimicos da planta de extracdo e da
propolis em si, ja que eles podem variar com a parte da planta obtida para andlise e também com o
crescimento e estagdo em que foi realizada a amostragem (KUMAZAWA et al., 2003).

Os resultados deixam claro que o ultrassom fornece uma alta eficiéncia para obter ambos
compostos analisados, Artepelin C e &cido p-cumarico nos ensaios de propolis verde do sudeste
brasileiro, proporcionando uma redugdo no tempo de extracdo e energia quando comparado aos
métodos tradicionais. Além disso, as faixas dos pardmetros analisados na otimizacdo podem ter

melhorado significativamente o rendimento e a concentracdo dos compostos.

3.3.3. Efeito das variaveis independentes do processo sobre a

capacidade antioxidante por ensaio ORAC

O ensaio ORAC foi utilizado para mensurar a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos da prépolis verde. As variaveis independentes com pequena ou nenhuma influéncia sobre o

resultado de ajuste final foram excluidas para obtencao de um modelo parametrizado (Equacao 2).

Yran= 3.208,4 + 347,5x1 - 185,81x:2 + 1.373,8x> )
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Dentre as variaveis independentes avaliadas, o tempo linear (x1) e quadratico(x1?), bem
como a proporcdo linear (xz2) foram considerados significativas e influenciaram a capacidade
antioxidante. A figura 12 apresenta o diagrama de Pareto para os efeitos dados pelo teste de T-

student.

{(1)TempofL)

Tempo(Q) b 30877

(2)Propargao(L) 2434027

Wwhy2t b 7 1130458

Proporgdo{Q)

p=.05
Figura 12. Diagrama de Pareto para a capacidade antioxidante por ensaio ORAC (p= 0,5).
Através da ANOVA apresentada na tabela 6, observa-se que o F calculado para a
regressdo (50,6) foi maior que o F tabelado (4,0) e a porcentagem de variacdo explicada (R2) pelo

modelo foi muito boa, cerca de 86%, podendo-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados

experimentais.

Tabela 6. Andlise de variancia (ANOVA) para a capacidade antioxidante por ensaio ORAC.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado médio F
variacao quadrados Liberdade (GL)
Regresséo 1.342.172 3 1.342.171,1 50,6
Residuo 211.967 8 26.495,8
Total 1.554.138 11

R2=0,86 Fo95:38=4,0

Por meio das superficies de resposta apresentadas em 2D e 3D, respectivamente (figura
13) verifica-se que os dados mostraram que as melhores condi¢cdes foram verificadas a partir de
aproximadamente 20 minutos. A medida que ocorreu 0 aumento da propor¢cdo amostra:solvente, a

capacidade antioxidante aumentou proporcionalmente.
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Figura 13. Influéncia do tempo e da proporcdo de amostra:solvente sobre a capacidade antioxidante por ensaio
ORAC do extrato de propolis verde.

Utilizando a metodologia de ORAC, o teor de capacidade antioxidante encontrado neste
estudo variou de 2210,2 — 3524,0 umol TEAC/g amostra. Kumazawa et al (2004) afirmaram que a
capacidade antioxidante de extrato etandlico de prépolis esta de acordo com a regido geografica de
producdo de cada amostra analisada. Neste sentido, Corréa et al. (2016), quando avaliaram a
capacidade antioxidante de amostras de prépolis verde coletadas no estado de Minas Gerais — BR,
verificaram que o extrato obtido por macerac¢édo apresentou 5769.7 ymol TEAC/ g amostra. Apesar
dos resultados destes autores serem superiores ao encontrado em nosso trabalho, deve-se salientar
gue o material foi deixado overnight para deposicéo e separacdo da cera, fazendo com que houvesse
perda no tempo de obtencdo do material final para analise, além da temperatura de extracao ser
maior (30°C), influenciando no processo. Em contrapartida, Hatano et al. (2012) encontraram o valor

de 8240 + 658 uymol TEAC/g de extrato etandlico em prépolis verde de Minas Gerais-BR.

3.3.4. Otimizacao da extracdo paratodas as respostas

A fim de se obter uma otimizag&o para as respostas de capacidade antioxidante por ORAC
e teor de compostos fendlicos totais simultaneamente, as superficies de resposta foram sobrepostas,

como pode ser observado na figura 14.
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Figura 14. Sobreposigdo dos graficos de contorno obtidos para ORAC e Fendlicos.
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Com base nisto, determinou-se que a regido 6tima de extracdo hidroalcodlica com
ultrassom com base apenas nos ensaios testados. Assim, aquele ensaio com resultados mais
expressivos foi 0 ensaio 8, extraido em 25 minutos na proporcao de 1:30 de amostra:solvente (m/v).
Neste ponto em questao obteve-se o maior resultado para teor de compostos fendlicos totais (533,9
mg AG/g amostra) e capacidade antioxidante manteve-se em 3.253,8 umol TE/g amostra.

Este estudo indicou que a prépolis verde € uma boa fonte de compostos fendlicos e
antioxidantes, e o uso de ultrassom foi um método muito eficaz, ja que os gastos com energia
(temperatura) ndo sdo necessdrios para que haja um aumento da extragdo de compostos,

principalmente quando estes podem ser degradados.

3.4. Consideragdes Finais

Foi possivel obter condi¢des 6timas de extracdo de compostos fendlicos e antioxidantes da
propolis verde por ultrassom, variando o tempo e a propor¢do de amostra: solvente. O modelo
utilizado mostrou que as variaveis independentes utilizadas foram influentes no desempenho da
extragdo com o ultrassom, bem como o0 método mostrou-se eficiente quando comparado a outros.

Verificou-se ainda que os compostos identificados e quantificados na prépolis verde, tais
como o p-cumarico e Artepelin-C tiveram sua concentracdo aumentada de 9,4 — 22,6 mg/g amostra e
126,0 — 206,9 mg/g amostra, respetivamente a medida que o tempo (5 — 45 minutos) e a propor¢éao
(1:10 — 1:30 g/mL) também aumentavam nos ensaios avaliados.

No entanto, visto que, o custo da propolis verde para uso como antioxidante natural torna-se
inviavel quando comparado com outros antioxidantes naturais, sugere-se realizar uma extracao
priorizando reduzir a quantidade de amostra, sem afetar a capacidade antioxidante da mesma. Além
disso, busca-se estudar os compostos fenélicos obtidos no menor tempo, sem que haja interferéncia

em seu teor e capacidade antioxidante. Este estudo serd apresentado no préximo capitulo.
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4. OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DE COMPOSTOS
ANTIOXIDANTES DA PROPOLIS VERDE POR ULTRASSOM E
APLICACAO EM SISTEMA LIPIDICO EMULSIONADO

Resumo

A busca pela substituicdo de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais é
crescente na industria de alimentos. Diversos estudos estdo sendo realizados com a
propolis verde, relatando a capacidade antioxidante atribuida aos seus compostos
fendlicos. No entanto, estudos que abrangem as diversas formas de extracdo dos
compostos desta matéria-prima e que busquem realizar um planejamento experimental
para obter pardmetros de processos otimizados ainda sdo escassos. O objetivo deste
trabalho foi aplicar um planejamento fatorial (Design of experiments — DOE), variando
parametros como porcentagem de etanol e proporgdo de amostra:solvente na extragdo
com ultrassom, a fim de se identificar a condicdo de processo para obtencdo de extratos
com alto valor de teor total de fendlicos e capacidade antioxidante, visando sua
aplicacdo em sistema modelo de emulsdo, comparando com antioxidantes sintéticos
como TBHQ, BHA e BHT. Foi aplicado um delineamento fatorial completo do tipo 22 com
quatro pontos centrais, sendo que as variaveis independentes utilizadas foram a
porcentagem de etanol (0 — 99%) e propor¢cdo de amostra:solvente (1:20 — 1:50),
mantendo o volume final da solug&o de 30 mL. A variaveis dependentes avaliadas foram
o teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante por ABTS e ORAC, além
dos teores de Artepelin C (acido 4-hidroxi-3,5-diprenil cindmico) e acido p-cumarico por
CLAE. Os resultado obtidos evidenciaram a influéncia dos parametros escolhidos sobre
0 processo de extracdo, mostrando que com o uso de 99% v/v de etanol e proporgéo
amostra:solvente de 0,857:30 m/v foi possivel obter extratos com alto teor de compostos
fendlicos totais (1614,8 mg AG/g amostra) e alta capacidade antioxidante, contendo
807,66 mg de Artepelin C/g propolis e 45,6 mg &cido p-cumarico/g propolis. O ensaio
acerelado de oxidagdo com amostras de emulsdo lipidica do tipo d6leo em &agua
adicionadas de extrato de prépolis e de antioxidantes sintéticos mostrou que, apés 9 dias
de armazenamento em estufa, os valores de perdxido nas amostras com 0 antioxidante
natural foram similares aos encontrados nas amostras adicionadas de TBHQ,
representando potencial para uso em sistema lipidicos.

Palavras-chave: Planejamento experimental; Ultrassom; Artepelin C

Abstract

The search for natural antioxidants replacement substituting synthetic ones is
increasing in the food industry. Several studies are being carried out with green propolis,
reporting its antioxidant capacity attributed to its phenolic compounds. However, the
studies that cover the different forms of extraction of compounds of the raw material, that
seek to realize an experimental design to obtain the processes parameters of
optimization are still scarce. The aim of this work was to perform a factorial design (DOE),
varying the percentage of ethanol and sample: solvent proportion in the extraction with
ultrasound, thus finding the optimal condiction to extract high content of total phenolic
with antioxidant capacity, in to apply resulting extracts in na emulsion system model,
comparing with synthetic antioxidants such as TBHQ, BHA and BHT. The complete
factorial design (22) with four central points was applied and the independent variables
were the percentage of ethanol (0 - 99%) and the sample: solvent ratio (1:20 - 1:50),
keeping the final volume on to 30 mL of solution. The dependent variables evaluated
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were the total content of phenolic compounds and the antioxidant capacity by ABTS and
ORAC. The results obtained evidenced an influence of the parameters in the extraction
process and the optimum response was achieved by using 99% v / v ethanol and 0.857:
30 m / v sample:solvent ratio. At this condiction, extracts presented the total phenolic
compound content of 1.614,8 mg AG / g sample and a higher antioxidant capacity for
both ORAC (13.244 umol TEAC/ g sample) and for ABTS (13.412,14 umol TEAC / g
sample) methods. High performance liquid chromatography indicated that optmized
extract presented 807,66 mg of Artpellin C (3,5-diprenyl-4-hydroxycinnamic acid)/g of
sample and 45,6 mg of p-coumaric acid / g of propolis. Accelerated oven test with oil-in-
water emulsion added of green propolis extracts and synthetic antioxidants shower that
atfer 9 days under heating, peroxide value of samples added of tne natural antioxidant
was similar to TBHQ added samples, confirming green propolis extracts as an alternative
for food use.

Keywords: Experimental design; Ultrasound; Artipilin C

4.1. Introducao

A andlise de dados com o auxilio de um planejamento experimental (DOE) possibilita que o
pesquisador conduza seu experimento e analise seus dados de forma a estabelecer ligagdo entre as
conclusdes obtidas e os objetivos propostos inicialmente (HAMADA e WU, 2000). Neste Contexto, a
metodologia de superficie de resposta (Response Surface Methodology — RSM), buscando obter uma
resposta otimizada, trabalha com modelos empiricos de acordo com um conjunto de técnicas
matematicas e estatisticas baseando-se no planejamento experimental estabelecido (VIEIRA, 2015).

O estudo da aplicacdo do planejamento experimental em estudos de otimiza¢do de produtos
e processos, tais como a extracdo de antioxidantes naturais vem sendo aplamente realizados. Estes
estudos ampliam o interesse sobre o conhecimento de uma possivel substituicdo parcial ou total
destes antioxidantes ao invés de antioxidantes sintéticos na industria alimenticia e para isso o
conhecimento das reacdes de degradacao e como podem ser prevenidas ou adiadas é essencial.

A oxidagéo lipidica é uma das principais reacdes de deterioragdo que ocorre durante o
processamento e armazenamento de alimentos ricos em 6leos e gorduras (KIM; DECKER e LEE,
2012). A reacao é responsavel por desencadear rancidez organoléptica, degradacdo de compostos
nutricionais e cor, tornando o produto final inaceitavel para o consumo (VARGAS-SANCHEZ et al.,
2014).

Os principais responsaveis pela oxidagcdo sdo os acidos graxos insaturados, sendo suas
duplas ligacdes sitios ativos que reagem com o oxigénio (ANDREO; JORGE, 2006). Deste modo, o
grau de insaturacdo de Oleos vegetais utilizados como ingredientes em emulsdes alimenticias,
influencia na susceptibilidade oxidativa.

Dentre os Oleos vegetais, 0 6leo de soja apresenta em sua composi¢cao alto teor de acidos
graxos insaturados (70-80%), incluindo cerca de 19% a 30% de &cido oleico, 44% a 62% de &cido
linoleico e 4-11% de acido linolénico (DRUZIAN et al., 2012). O acido linolénico (Cis:3) torna este tipo
de 6leo muito susceptivel a oxidacao (DOMINGOS et al., 2007).

O grau de insaturacdo, a composicao e o tipo do acido graxo, bem como as condi¢des de

armazenamento, temperatura, luz e umidade sdo fatores que devem ser avaliados visando retardar a
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degradacdo oxidativa e aumentar o periodo de armazenamento do produto (OETTERER;
REGITANO-D’ARCE; SPOTO, 2006). A velocidade de reacdo pode ser controlada por meio do uso
correto do material da embalagem, atmosfera inerte, condicées adequadas de armazenamento e uso
de antioxidantes (ARAUJO, 2011).

Os antioxidantes mais utilizados pela indlstria de alimentos sdo sintéticos como o butil
hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), t-butil-hidroquinona (TBHQ) e o galato de propila (PG),
mas seu uso tem sido correacionado a riscos a saude (ALVES; KUBOTA, 2013). Neste sentido,
houve um aumento no interesse por pesquisas com antioxidantes naturais como o cacau, arroz,
maca, orégano, alecrim, mel e propolis (GECKIL et al., 2005; JIANG et al., 2013).

Gllgin et al. (2010) avaliaram a capacidade antioxidante da extrato de propolis, do BHA e
BHT quando adicionados em emulsdo, verificando que a prépolis inibiu 93,2% da peroxidacao
lipidica, enquanto que o BHA e o BHT inibiram 83,3%, 82,1%, respectivamente.

O objetivo do presente capitulo foi utilizar variaveis exploratérias como a porcentagem de
etanol e a proporcdo de amostra:solvente para otimizar a extracdo utilizando ultrassom, de forma a
obter condi¢des ideais de extragdo para as respostas de compostos fendlicos totais e capacidade
antioxidante por ABTS e ORAC, procurando reduzir o uso de matéria prima. Além de reconhecer o
ensaio que apresentar melhor resposta e nele identificar e quantificar compostos como Artepelin C e
p-cumérico, aplicid-lo em sistema modelo de emulséo lipidica para compara-lo com antioxidantes

sintéticos por meio da avaliacéo do teor de peroxido ao longo de 9 dias.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Obtencdo da amostra de prépolis

A prépolis verde foi fornecida pela empresa brasileira Natucentro Inddstria e
Apiarios Centro Oeste Ltda. (Bambui — MG), coletada por abelhas africanizada, do
género Apis Melifera da planta alecrim do campo ou Baccharis Dracunculifolia no
més de novembro do ano de 2015. As amostras foram direcionadas até as
dependéncias do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ —
USP, foi realizada uma limpeza visual prévia da amostra, com o objetivo de retirar
qualquer material estranho presente. Em seguida, a amostra foi triturada mediante a
adicdo de Nitrogénio liquido até ficar homogénea, foi pesada para verificacdo do
peso total, acondicionada em sacos escuros de polietiieno de baixa densidade e

armazenada em freezer comercial a -18 °C.
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4.2.2 Estudo do processo de extragao por ultrassom

4.2.2.1. Obtencao de extratos antioxidantes

Os extratos foram obtidos com o emprego de solucdes etandlicas a 65%, conforme
resultados obtidos em ensaios preliminares. Através da observacdo dos gréaficos de superficie de
resposta obtidos na primeira otimizacao relatada no capitulo 3, realizou-se um segundo planejamento
experimental mantendo fixo o tempo em 20 minutos, ja que no capitulo anterior foi verificado que a
partir deste tempo as respostas (teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante)
aumentaram. Variou-se ainda a propor¢cdo de etanol e buscou-se reduzir a propor¢do de
solvente:amostra quando comparada com o capitulo anterior. O estudo com o melhor tempo em que
foi obtida resposta consideravel e a reducéo na propor¢do quando comparado com o outro modelo
mateméatico desenvolvido deve-se a necessidade de reducdo de custos para a aplicacdo industrial. A
proporcdo de prépolis e solventes adicionada variou entre 1:20 e 1:50 (g/mL), sendo que a extragédo
ocorrereu em banho de ultrassom (Unique, VSC-14000, Brasil) ajustado na poténcia méxima (28
WIL). Foi utilizado o mesmo volume total de solvente (30 mL) nos ensaios com diferentes propor¢des
de amostra:solvente, visto que as ondas de ultrassom influenciam de acordo com o volume obtido.

A amostra foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos em micro centrifuga refrigerada
(Hitachi KOKI; Japao) mantida em temperatura ambiente e posteriormente filtrada em papel de filtro
tipo Whatman n. 2. O sobrenadante foi rotaevaporado (rotaevaporador Buchi Labortechnik AG —
modelo R-215) a 45°C para a evaporagdo do solvente utlizado, em seguida o material foi
armazenado sob refrigeragdo & 7°C em frascos &mbar até o momento das analises para a

determinacéo da capacidade antioxidante (ABTS e ORAC) e teor de compostos fendlicos totais.

4.2.2.2. Delineamento experimental

Foi aplicado um delineamento experimental do tipo delineamento central composto
rotacional (DCCR) e estudados os efeitos da variacdo da propor¢do amostra:solvente e porcentagem
de etanol, fixando o tempo em 20 minutos, para a obtencdo de respostas como o teor de compostos
fendlicos totais e capacidade antioxidante dos extratos da prépolis verde. No total foram realizados
12 ensaios combinando as variaveis, sendo 4 repeticdes do ponto central.

A Tabela 7 apresenta as faixas de estudo das condi¢Bes de preparo dos extratos e os niveis

das variaveis e o delineamento experimental com as variaveis independentes e dependentes.
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Tabela 7. Faixa de estudo das condi¢des de preparo dos extratos de propolis verde e seus niveis de variagao

Niveis de Variacédo
Variaveis explanatorias 1,41 1 0 1 +1,41
% Etanol (x1) 0 14,4 49,5 84,6 99
Proporgéo (propolis:solvente) (g/mL) (x2) 1:20 1:24,3 1:35 1:45,63 1:50

As variaveis dependentes foram: o teor de compostos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante determinada pelo método ORAC e ABTS. Os ensaios foram realizados de forma
aleatdria. Apés a analise dos efeitos principais e interagdes, os efeitos nédo significativos ao nivel de
5% de probabilidade foram eliminados e com os coeficientes de regressao foram ajustados modelo

matematico conforme a equacao a seguir:
Y=[30 + B1x1 + B2x2 + B12x1x2 + B11x12 + f22x22 + ¢

Onde: Y = resposta (variavel dependente)

X1 € X2 = hiveis codificados das varidveis explanatérias
Bo = média

B’s = coeficientes de regresséo

e=residuo

Os modelos foram avaliados em relacdo ao coeficiente de determinacéo (R?) e teste de F
comparado ao valor da tabela de 95% de probabilidade para uma distribuicdo de referéncia, com
auxilio do aplicativo Statistica 12.0 (Statsoft, USA). Apds a validacdo do modelo, as regibes de
interesse das superficies de respostas geradas com as curvas de iso-respostas foram estudadas, a
fim de determinar os niveis 6timos do processo em estudo. Apos a identificagdo das melhores
condicdes, foi realizada a validacdo pratica do modelo tedrico, sendo que os extratos produzidos

nesta etapa serviram de ponto de partida para as analises subsequentes.

4.2.3. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais e capacidade

antioxidante in vitro

4.2.3.1. Determinacao do teor de compostos fendlicos totais

A determinagdo do teor de compostos fendlicos totais ou total phenolic content (TPC) foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999),
estabelecendo-se o acido galico como padrao para realizagdo de uma curva. Para a determinacgao do
teor de fendlicos totais, 0,5 mL dos extratos obtidos na extracdo por ultrassom foram utilizados. Foi

misturado a estes 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (diluido 1:10) e 2,0 mL de Na2COs 4% (m/v).
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Ap6s 2 h de incubagcdo no escuro a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida em
espectrofotdmetro (Shimadzu, modelo UV 1240, Japédo) a 740 nm. O branco do sistema foi preparado
da mesma forma, porém sem a aliquota da amostra.

Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de
acido galico (mg AG/g), calculados por meio de uma curva construida com concentracdes variando
de 5 a 60 pg/mL.

4.2.3.2. Identificacédo e quantificacdo de acidos fendlicos

A andlise foi realizada no laboratério de Bioquimica do Departamento de Agroindustria,
Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP. As analises por CLAE em fase reversa foram realizadas de
acordo com o método descrito por Alencar et al. (2007). Os extratos foram previamente filtrados
utilizando filtro 0,22 uym (Millipore) e diluidos em metanol e uma aliquota de 10 microlitros foi injetada
em um cromatografo liquido (Shimadzu Co) acoplado a um detector de arranjo fotodiodos e a coluna
de fase reversa Cis (250 mm x 4,6 mm) com tamanho de particula de 5 um. Foram utilizadas duas
fases moveis, tais como agua Milli-Q:acido acético (19:1) (solvente A) e metanol (solvente B). O
gradiente iniciou com 30% do solvente B até 40% de B em 15 minutos, 50% do solvente B em 30
minutos, 60% do solvente B em 45 minutos, 75% do solvente B em 65 minutos, 75% do solvente B
em 85 minutos, 90% do solvente B em 95 minutos e 30% do solvente B em 105 minutos. A coluna foi
mantida a uma temperatura constante de 30°C e os cromatogramas foram processados utilizando o
software Class-VP. Os compostos foram identificados pelo espectro de absor¢do na regido
ultravioleta, utilizando os recursos do detector de arranjo de fotodiodos, pela comparacdo do tempo
de retencdo e co-cromatografia de padrdes. Neste trabalho, foram utilizados os seguintes padrdes
auténticos de &cidos fendlicos é flavonoides (Extrasynthese Co. e Sigma Aldrich): acido p-cumérico e

Artepelin C. A identificagdo dos compostos foi realizada em 300 nm.

4.2.4. Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos de propolis verde foi determinada por ensaios in

vitro ABTS e ORAC nas amostras produzidas nas condi¢ces selecionadas.

4.2.4.1. Capacidade antioxidante pelo método ABTS

Realizou-se 0 método ABTS para a capacidade antioxidante de acordo com a metodologia

proposta por Re et. al (1999) e Dos Santos et al. (2008). O radical ABTS foi gerado a partir da reacao
de 5 mL de solucdo aquosa de ABTS** (7 mM) com 88 uL de solucédo de persulfato de potassio (140

mM.L1). A mistura formada permaneceu no escuro por 12-16 horas a 25°C. Posteriormente, foi
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diluida com etanol para obter absorbancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm usando um espectrofotdmetro do
modelo (Shimadzu, modelo UV 1240, Japao).

Transferiu-se aliquotas de 30 yL do extrato ou do antioxidante padrdo Trolox (acido 2-
carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano) para tubos contendo 3 mL da solucdo do radical
verde-azulado ABTS** em ambiente escuro. A reducdo da absorbancia a 734 nm foi medida depois
de 6 min, utilizando um espectofotdbmetro (Shimadzu, modelo UV 1240, Jap&o).

Como referéncia de padrdo, o Trolox foi utilizado e o branco ndo continha a aliquota da
amostra de prépolis, substituindo-a por etanol. A capacidade antioxidante dos extratos foi expressa

como TEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox) em pmol TEAC /g de amostra seca.

4.2.4.2. Capacidade antioxidante pelo método ORAC

A andlise foi realizada no laboratério de Bioquimica do Departamento de Agroinddstria,
Alimentos e Nutricdo da ESALQ — USP. Utilizou-se o método ORAC adaptado daquele descrito por
Chisté et al (2011). Os reagentes utilizados no método foram diluidos em tampao fosfato de potassio
75 mM, pH 7,4. Para a andlise foi utilizado 30 pL de extrato/padrdo, 60 pL de fluoresceina
(concentracdo de 4,066mM) e 110 pL de AAPH (dicloreto de 2,2'-azobis(2-amidinopropano)) na
concentracdo de 76 mM.

Para o preparo do branco, utilizou-se apenas 200 pL de tampédo fosfato. O controle foi
realizado com 30 pL de tampao fosfato, 60 pL de fluoresceina e 110 uL de AAPH. As leituras foram
feitas em leitor de microplacas SpectraMax® M3 (Molecular Devices), em condicdes especificas de
temperatura (37°C), por 2 horas de incubacéo e fluorescéncia (excitagdo 485 nm, emissdo 528 nm).

Para a construcéo da curva padréo foi utilizado o Trolox 1 mM nas concentraces de 12,5 a
400 pM. A protecdo fornecida pelos extratos (ou padréo) foi calculada usando a diferenca entre a
area sob a curva de decaimento de fluorescéncia na presenca da amostra (AUC amostra) e na sua
auséncia (AUC branco). Por meio de equacdes de regresséo e célculos fornecidos pelo software, os
resultados finais foram langados na reta obtida pela curva analitica. Os resultados de atividade

antioxidante foram, entdo, expressos em equivalente Trolox (umol TEAC/g amostra de propolis).

4.2.5. Aplicacao dos extratos obtidos em sistema modelo

4.2.5.1. Preparo de emulsdes

A metodologia de preparo das emulsfes adotada foi realizada de acordo com Huang et al.
(1996). O preparo das emulsdes do tipo 6leo em agua foi realizado adicionando-se 200 g de 6leo de
soja refinado sem adicdo de antioxidante (Liza/Cargil), 180 g de éagua destilada, e 20 g de
Monolaurato de Sorbitan Etoxilado 20 EO (Tween 20) (Synth/Periédica) como emulsionante em
béquer. A mistura foi realizada em homogeneizador de amostra tipo Turrax (lka T25 basic, Staufen,

Germany) por 1 minuto a 18000 rpm.
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Os extratos foram aplicados na emulsdo em concentragdes de 100 e 200 mg/kg de acordo
com o teor de compostos fendlicos totais encontrados e foram obtidas 108 amostras, considerando
duas concentracdes para cada antioxidante, experimento feito em triplicata e dias de analise de teor
de peroxido. A agua adicionada na emulsédo foi reduzida de acordo com o volume deste solvente no
extrato em cada ensaio, para manutencdo mais igualitaria da proporcédo de agua e 6leo na emulsao.
A adigdo de antioxidante foi na mesma concentracdo de extrato, utilizando-se os antioxidantes
sintéticos TBHQ (Sigma-Aldrich), BHA (Sigma-Aldrich) e BHT (Sigma-Aldrich). A avaliacdo da
atividade antioxidade das emulsdes foi realizada através de uma comparacgdo entre as amostras que
contenham apenas o extrato de prépolis com aquelas adicionadas dos antioxidantes sintéticos.

As amostras que continham os antioxidantes sintéticos foram adicionadas em tubos de 7 cm
de altura com 1 cm de diametro, tais tubos foram colocados em estufa e submetidos ao aquecimento
a 40°C durante 9 dias consecutivos de acordo com Shantha e Decker (1994). Deixou-se uma
distancia consideravel entre todas as amostras para que a circulagdo de ar da estufa ndo fosse
prejudicada.

A determinacdo de hidroperdxidos ocorreu nos tempos 0, 3, 6 e 9 dias pelo método
espectrofotométrico com tiocianato férrico e a quantificacdo dos hidroperéxidos foi realizada atravées
da construcdo de uma curva padrdo com concentracBes conhecidas de hidroperéxidos de cumeno.
Os resultados foram expressos em mg de equivalente de hidroperéxido de cumeno/kg de 6leo (DE
CAMARGO et al., 2016). O experimento foi realizado em triplicata.

Foi realizada a Analise de varidncia (ANOVA) e quando aplicaveis, os dados foram
comparados pelo teste de Tukey para média de 3 repeticdes (p < 0,5) e correlacionados, utilizando o
aplicativo SAS 9.3.

4.3. Resultados e discussao

A fim de otimizar a extracdo, deve-se conhecer a influéncia das variaveis e de suas
interacdes no processo (BULDUK; GEZER E CENGIZ, 2015) através da superficie de resposta.

O nivel das variaveis dependentes e independentes, bem como seus valores codificados
séo apresentados na tabela 8. Os valores das variaveis dependentes foram obtidos pelas médias das

triplicatas seguida do desvio padréo.
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Tabela 8. Valores codificados e reais das variaveis independentes e variaveis dependentes obtidas.

Variaveis independentes Variaveis dependentes

Proporcéo Ytec(Mmg AG/g Ytaa ORAC Ytaan ABTS
% Etanol (x1) .

prépolis:solvente (x2) amostra)® (umol (umol TEAC/g

Ensaio® Valor Valor Valor Valor TEAC/g amostra)®

codificado real codificado Ensaio amostra)®

1 -1 14,4 -1 1,231:30 132,9+0,7 5003,7£163,5 2665,55+19,4
2 1 84,6 -1 1,231:30 646,5+2,0 4925,6+109,4 2901,91+34,0
3 -1 14,4 1 0,657:30 125,3+1,0 3439,1+2,2 1155,39+11,4
4 1 84,6 1 0,657:30 651,0+4,9 8107,4+321,0 4689,09+45,3

5 -1,41 0 0 0,857:30 57,9+1,3 21,3+2,02 408,66+3,3
6 1,41 99 0 0,857:30 1614,8+28,2  13244,5+62,8 13412,14+68,8
7 0 49,5 -1,41 1,5:30 278,6+0,9 3551,8+27,8 1219,34+57,0
8 0 49,5 1,41 0,6:30 212,3+0,5 2569,1+377,4  1439,57+4,9
9 0 49,5 0 0,857:30 719,4+3,8 7605,7+352,9  2417,4+10,1

10 0 49,5 0 0,857:30 719,0+1,9 7650,6+£210,9 2417,4+3,3
11 0 49,5 0 0,857:30 719,0+3,8 8464,1+313,9 2574,01%49,1
12 0 49,5 0 0,857:30 718,5+3,8 6702,41576,8 2260,79+86,4

Valor do ensaio = mantendo o volume de solvente dgua:etanol de todos os ensaios em 30 mL, variando a massa

de propolis verde.

@ Ensaios realizados em ordem aleatéria.

b Teor de compostos fendlicos totais.

¢ Capacidade antioxidante total por ORAC.
d Capacidade antioxidante total por ABTS.

4.3.1. Efeito das variaveis independentes do processo sobre o0s

compostos fendlicos totais (TPC)

O teor de compostos fendlicos totais, determinado pelo método de Folin Ciocalteu, variou de
57,9+ 1,3 — 1.614,8+ 28,2 mg AG/g amostra (Tabela 1). Estes valores estdo de acordo com o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade da Prépolis exigido pelo MAPA, que preconiza o
minimo de 0,5% m/m de compostos fendlicos no extrato hidroalcoélico da propolis (BRASIL, 2001).
Bittencourt et al. (2015), estudando sobre o perfil antioxidante da prépolis brasileira extraida através
de métodos tradicionais, que utilizam agitacdo e variacdo de temperatura, encontraram 185,52 mg
AG/g amostra de compostos fendlicos totais. Enquanto que Vargas-Sanchez et al. (2014) avaliaram o
teor de compostos fendlicos de extrato de propolis coletada do México, encontrando 0 maximo de
244.8 + 0.02 mg AG/g extrato.

Machado et al. (2015), estudando os compostos antioxidantes da prépolis verde extraidos
por extracdo supercritica, avaliaram 3 porcentagens de etanol (0, 1 e 2%), encontrando valores de
62,21; 80,3 e 66,72 mg AG/g amostra, respectivamente. Avaliando a diferenca entre o0 minimo e o

maximo de TPC encontrado em nosso trabalho, pode-se concluir que o menor valor foi observado no
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ensaio extraido com 0% de etanol, enquanto o maior valor foi verificado no ensaio com 99% do
solvente. Neste sentido, Cunha et al (2004), analisando o teor de compostos fendlicos extraidos com
diferentes porcentagens de etanol (30, 50, 70 e 100%), verificaram um aumento na eficiéncia de
extracdo quando a concentracdo era igual ou maior que 70%. Oldoni et al (2015), trabalhando com
otimizacdo da extracdo de compostos fendlicos da propolis, avaliaram a variacdo do parametro
“porcentagem de etanol (50 — 80%)”, concluindo que o TPC aumenta proporcionalmente com o
aumento dessa variavel. Estas afirmacdes estdo de acordo com o que foi encontrado em nosso
estudo, pois a melhor extragdo de compostos fendlicos ocorre em maiores concentracdes de etanol
por estar correlacionado com a polaridade dos compostos majoritarios encontrados na matéria-prima.

A concentracgdo de etanol adicionada afeta ndo somente o conteddo de compostos fendlicos
totais, mas também a atividade antioxidante do extrato de prépolis (OLDONI et al., 2015). Morelli e
Prado (2012), verificaram ainda que a concentracdo de etanol € uma variavel mais significante
guando comparada ao tempo de extracdo para a resposta de atividade antioxidante pelo método de
DPPH. Biscaia e Ferreira (2009), estudando a otimizacdo da extracdo compostos fendlicos da
propolis brasileira (PR-Brasil) por técnicas de extracdo a baixa pressdo, extracdo com fluido
supercritico (EFS), Soxhlet e maceracao variando diferentes solventes, verificaram que a utilizacdo de
etanol aumentou o rendimento de extracdo em trés vezes na EFS.

Observa-se portanto a partir dos dados da literatura, que ndo somente as variaveis
envolvidas, mas também o processo de extracdo afetam o rendimento do teor de compostos fendlicos
desta matéria prima. Além desses fatores, o clima, condigées do ambiente e sazonalidade séo fatores
variaveis que modificam a composicéo da propolis (ANKLAM, 1998; PARK et al., 2004).

A andlise de variancia (ANOVA) do modelo é mostrada na tabela 9.

Tabela 9. Andlise de variancia (ANOVA) para o teor de compostos fendlicos totais da prépolis verde.

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado médio F
variacao quadrados liberdade (GL)
Regresséo 1.800.374 5 1.800.374 49,84
Residuo 216.636 6 36.106
Total 2.051.725 11

R2=0,89 Fogs;56= 4,39

Por meio da ANOVA obtida pela analise de TPC verificou-se que o modelo é considerado
significativo com valor de coeficiente de correlacdo (R?) igual a 0,89, sendo assim, 0 modelo esta apto
para explicar 89% dos resultados de teor de compostos fendlicos totais. Além disso, o valor F da
regressdo corrobora com o fato do modelo proposto ser valido, ja que 0 Fcaicuado € SUperior ao Ftavelado.
O modelo matematico de segunda ordem encontrado (Equacdo 1) demonstrou os parametros
lineares e quadraticos considerados significativos. Os termos néo significativos foram mantidos no
modelo para fins de comparacdo com as superficies ajustadas para o teor de compostos fendlicos

totais apresentados a seguir.
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Ytpc= 719,42 + 405,52x1 + 20,86x12 — 12,10x2 — 276,35%22+ 3,02x1x2 (1)

O parametro linear (x1) e o parametro quadratico (xz) foram significativos ao nivel de p<0,05,
enquanto os outros parametros ndo tiveram o mesmo resultado. Tais parametros significativos podem

ser observados pelo diagrama de Pareto a seguir (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de Pareto para teor de compostos fendlicos totais.

O efeito das variaveis x1 (% etanol) e x2 (propor¢éo) sobre o teor de compostos fendlicos
totais € mostrado pelas superficies de resposta e gréaficos de contorno, respectivamente (Figura 16).

A analise das superficies de resposta permitiu identificar a regido em que a amostra de
propolis verde obtinha melhor extracéo utilizando a metodologia de ultrassom. Pode-se verificar que a
extracdo obteve melhor resultados entre 49,5 — 99% de etanol e seu ponto 6timo manteve-se em 99%

de etanol e 0,857:30 de propor¢cao amostra:solvente.
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Figura 16. Influéncia da porcentagem de etanol (x1) e propor¢do de amostra: solvente (xz) sobre o teor de
compostos fendlicos totais da prépolis verde.

A figura 17 representa os perfis de valores preditos e desejabilididade indica que o nivel
maximo de teor de compostos fendlicos totais pode ser alcancado com a méaxima porcentagem de
etanol utilizada e uma proporcdo média. Além disso, verifica-se que a partir do momento em que 0
experimento é realizado com mais de 0,857:30 de proporgcao amostra:solvente, ocorre uma queda no
nivel de desejabilidade e TPC. Cottica et al. (2011) verificaram em seu estudo que a porcentagem de

etanol e a concentracdo de prépolis utilizada se correlacionaram com o teor de compostos fendlicos

totais.
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Figura 17. Perfis para o teor de compostos fendlicos totais e desejabilidade para extragdo 6tima por ultrassom.

Legenda: A linha vermelha indica o valor 6timo.
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Os perfis de desejabilidade plotados mostraram em quais niveis das variaveis
independentes estudadas (x1 e x2) produzem a resposta mais desejavel da varidvel dependente
(YTrc). Os perfis indicaram que 99% de etanol sdo um rendimento 6timo de teor de compostos

fendlicos totais, com pontuacéo de desejabilidade de 0,81.

4.3.2. Efeito das variaveis independentes do processo sobre a

capacidade antioxidante dos compostos da prépolis verde (TAA)

4.3.2.1. ABTS (2,2 azinobis- (3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico)

Diversos estudos de otimizacdo de extracdo de compostos fendlicos e antioxidantes de
produtos naturais estéo sendo realizados variando pardmetros como tempo, propor¢ao, temperatura
e porcentagem de etanol (MORELLI e PRADO, 2012; NOUR, TRANDAFIR e COSMULESCU, 2016).
Neste sentido, o planejamento experimental busca minimizar custos e tempo de processo,
maximizando rendimento, produtividade, mantendo a qualidade do material analisado.

A capacidade antioxidante dos extratos hidroalcodlicos de prépolis verde determinada pelo
método de ABTS, a partir da descoloracdo do radical catibnico 2,2 azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-
acido sulfénico, variou de 408,66+3,3 — 13.412,14+68,8 umol TEAC/g amostra (Tabela 1). Palomino
et al. (2009), examinando a capacidade antioxidante por ABTS da prépolis de diferentes localidades
preparada com etanol 96% por maceragéo, encontrou valores que variaram de 455,5 + 7,8 - 1091 +
17,3 pmol de TEAC/g. Estes valores encontrados comprovam a eficiéncia do ultrassom sobre o
método tradicional de maceragdo até mesmo com uma porcentagem de etanol utilizada sendo
proxima ao nosso trabalho. Além disso, os autores ainda comentam o tempo de extragdo, que € em
torno de 48 horas e este tempo € considerado bastante superior quando feito uma comparacao entre
0s estudos.

A tabela 10 apresenta a Andlise de variancia (ANOVA) do modelo.

Tabela 10. Andlise de variancia (ANOVA) para a capacidade antioxidante por ABTS da prépolis verde.

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado médio F
variacao guadrados liberdade (GL)
Regresséao 90.615.769 2 90.615.769 21,62
Residuo 37.698340 9 4.188.704
Total 128.314.109 11

R?=0,70 Fogs.2;9= 4,26

A andlise de variancia permitiu verificar uma porcentagem de variacdo explicada do modelo
de 70%. O teste F indicou que as regressdes sdo significativas, ja que 0 Fcarcuado (21,62) é 5 vezes

superior ao Frabelado (4,26). O modelo parametrizado, para as variaveis codificadas, que representa a
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capacidade antioxidante por ABTS em funcdo da porcentagem de etanol e proporcdo de
amostra:solvente, é representado na equacao 2.

YTAA = 1.728,68 + 2.771,36x1 + 2.108,40x1? 2

Foram mantidos no modelo apenas os parametros linear (x1) e quadratico (x1?),
considerados significativos ao nivel de p<0,05.

A maior capacidade antioxidante observada para este método foi encontrada utilizando 99%

de etanol (Figura 18), assim como observado no resultado de teor de compostos fendlicos totais.
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Figura 18. Perfis para a capacidade antioxidante por ABTS e desejabilidade para extra¢@o 6tima por ultrassom. A
linha vermelha indica o valor 6timo.

Observa-se com os perfis obtidos na figura 19 que o ponto 6timo encontra-se em 99% de
etanol e proporcédo entre 0,857:30 — 0,657:30 de amostra:solvente, podendo ser observado por meio
das superficies de resposta ajustadas para ABTS na figura 18. Além disso, a desejabilidade do ponto
otimo para porcentagem de etanol foi de 0,78.
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Figura 19. Influéncia da porcentagem de etanol (x1) e proporcdo de amostra: solvente (x2) sobre a capacidade
antioxidante por ABTS da prépolis verde.

Observou-se por meio das superficies de resposta que a porcentagem de etanol 99% (v/v)
em todas as propor¢des proporcionou maior capacidade antioxidante, desta forma, pode-se concluir
gue esta concentragdo de solvente (etanol:dgua) € considerada a mais eficiente quanto ao poder de
extracdo em todos os niveis de proporcdo. Valores abaixo desta porcentagem ndo demonstraram-se
igualmente eficientes no resultado final de extracéo.

Nour, Trandafir e Cosmulescu (2016) determinaram a capacidade antioxidante de folhas de
nogueira com diferentes proporg6es de solido:solvente utilizando solvente hidroalcodlico e concluiram
gue a proporcao 4.96 g/mL obteve a condi¢do 6tima no ultrassom. Afirmaram ainda que os principais
fatores que influenciaram a extracdo por ultrassom sdo a proporgcédo e a porcentagem de etanol
utilizada.

Tomei e Salvador (2007) indicaram em seu estudo a importancia de se correlacionar
meétodos indiretos, como o ABTS, com métodos diretos, como ORAC, de determinacdo da
capacidade antioxidante para se obter um maior grau de seguranca analitica dos resultados obtidos

no experimento.

4.3.2.2. ORAC (Oxygen radical absorbance capacity)

Huang et al. (2005) e Ou et al. (2001), estudando os métodos diretos e indiretos de
determinacéo da capacidade antioxidante, verificaram sob o ponto de vista do mecanismo envolvido,
gue a metodologia de ORAC é adequada quando se usa alimentos, produtos naturais e fluidos
biolégicos.

Os valores observados para ORAC variaram de 21,3 + 2,02 - 13.244,5 + 62,8 umol TEAC/g
amostra, alguns autores estudando a prépolis de diversas localidades do mundo encontraram valores

dentro desta faixa. Carneiro et al. (2016), estudando a prépolis de Minas Gerais (MG), Sdo Paulo
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(SP) e Rio Grande do Sul (RS) encontraram valor de aproximadamente 1000 umol TEAC/g amostra.
Corréa et al. (2016) avaliaram o poder da extracdo por maceracdo a 30°C da prépolis de MG e
observaram 5.769,7 umol TEAC/g amostra estudada. Enquanto Sun et al (2015), avaliando a
influéncia de diferentes porcentagens de etanol (25, 50, 75, 95 e 100%) sobre a extracdo da prépolis
da China por ultrassom, verificaram valores variando de 13,8 — 2.759,5 umol TEAC/g amostra. Ja
Miguel et al. (2014) observaram em seu trabalho, com a propolis de diferentes localidades do
Marrocos, valores variando de 1.106,4 + 78,1 — 2.012,1 + 78,1 umol TEAC/g amostra. Assim, pode-se
concluir a partir de uma comparacgédo de todos estes trabalhos que as faixas das variaveis estudadas,
o tipo de extracd@o e de amostra confere grande diferenca entre as respostas.

Foi realizada uma analise de variancia e os resultados podem ser observado nas tabela 11.

Tabela 11. Andlise de varidncia para a capacidade antioxidante por ORAC dos extratos.

Fonte de Soma dos Grau de Quadrado Médio F
variacao Quadrados liberdade (GL)
Regresséo 101.894.516 3 101.894.516 28,0
Residuo 29.069.510 8 3.633.689
Total 130.964.026 11

R?=0,7 Fogs;3:8=4,0

A analise de variancia apresentada na tabela 11 possibilitou verificar a validade do modelo,
avaliando o coeficiente de determinacdo (R?) e o teste F. Assim, a porcentagem de variagdo
explicada pelo modelo foi de 77%, considerada razoavel para o processo. O teste F foi significativo,
sendo o modelo adequado para descrever os resultados através da superficie de resposta. Deste
modo, temos a equacao 3 do modelo parametrizado a partir das variaveis codificadas.

Ytaa = 7.323,20 + 2.913,03X1 — 2.080,33X2? + 1.186,60X1X2 3

Rodrigues e lemma (2014) afirmam que para que o modelo seja 0 mais simples e pratico,
mas sem perder sua qualidade, é desejavel que o mesmo tenha o menor nimero possivel de
parametros. Assim, foram mantidos no modelo apenas o parametro linear (x1), quadratico (x2) € a
interacdo entre eles.

Através das superficies de resposta geradas pelo modelo em 2D e 3D, respectivamente
(Figura 20), e dos perfis (Figura 21), pode-se obter as condicfes para a capacidade antioxidante que

resultam no 6timo.
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Figura 20. Influéncia da porcentagem de etanol (x1) e propor¢do de amostra: solvente (x2) sobre a capacidade
antioxidante por ORAC da prépolis verde.
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Figura 21. Perfis para a capacidade antioxidante por ORAC e desejabilidade para extracdo 6tima por ultrassom.
A linha vermelha indica o valor étimo.

As superficies de resposta e gréficos de contorno, bem como os perfis obtidos para ORAC,
assim como foi obtidos para as outras respostas, possibilitam concluir que a faixa 6tima de estudo é
em 99% de etanol e 0,857:30 de propor¢cdo de amostra:solvente, condicdo de extracéo
coincidentemente aplicada ao ensaio 6 do delineamento, como pode ser observado na figura 22. Por
esse motivo nao foi necessario realizar analises subsequentes para comprovar a validagéo pratica do

modelo tedrico, e ja que os ensaios foram realizados em triplicata.
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Figura 22. Sobreposi¢céo dos graficos de contorno obtidos para ORAC, ABTS e Fendlicos.

O extrato obtido na condicdo otimizada foi considerado ideal para posterior identificacédo e
guantificacdo de compostos fendlicos como &cido p-cumarico e artepelin C por cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Além disso, foi aplicado em emulsdo para comparacado com antioxidantes sintéticos
(BHA, BHT e TBHQ), buscando como alternativa uma substituicdo parcial ou total dos mesmos em
nivel industrial.

Comparando os resultados obtidos no capitulo 3 e 4 para o teor de compostos fendlicos
totais e capacidade antioxidante, pdde-se verificar o aumento expressivo destas respostas do terceiro
para o quarto capitulo. Assim, a utilizacdo de uma menor quantidade de prépolis verde nao
influenciou numa diminuigcdo dos compostos fendlicos, este fato também pode ser verificado por meio

dos dados obtidos na cromatografia, onde o composto majoritario aumentou cerca de

4.3.3. Identificagdo e quantificacdo dos compostos fendlicos

A figura 23 apresenta o cromatograma do ensaio 6 de prépolis verde extraida por ultrassom.
O conteudo dos compostos fendlicos foram expresso em mg/ g de extrato com o respectivo desvio

padréo.
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Figura 23. Cromatograma obtido do extrato em 300 nm. Identifica¢@o do pico: (1) &cido p-cumarico; (2) artepelin
C.

O cromatograma do extrato de prépolis verde mostrou-se complexo pela quantidade de
picos em diferentes tempos de retencdo. O composto fendlico majoritario no extrato foi o acido 4-
hidroxi-3,5-diprenil (Artepelin C) com 807,6 + 57,7 mg Artepelin C/g prépolis assim como observado
por Castro et al. (2007) ao estudarem a composi¢cdo quimica da propolis verde, verificaram que o
composto majoritario encontrado foi o Artepelin C.

Apesar de o composto Artepelin C ser predominante em termos de quantidade, a extracéo
do &cido p-cumarico mostrou-se superior quando comparado a outros trabalhos, sua concentragao no
extrato foi de 45,6 + 0,2 mg p-cumérico/g prépolis. Oldoni et al. (2015) obtiveram como resultado da
guantificacdo do mesmo composto o valor de 3,7 + 1,9 mg p-cumarico/g propolis. A diferenca
existente entre a concentracdo deste composto nesse estudo em comparagdo a outros trabalhos
deve-se dentre muitos fatores a localizacdo geografica de extracdo da matéria prima pelas abelhas
(INOUE et al. (2007). Fernandes-Silva et al. (2013), em um estudo com prépolis de diferentes estados
e cidades, utilizando diversos solventes, encontraram valores de acido p-cumarico variando de 1,41 —
7,43 mg/g prépolis bruta e valores de Artepelin C variando de 0,08 — 1,02 mg/g propolis bruta,
concluindo que os maiores valores de ambos os compostos foram encontrados na propolis obtida no
municipio de Esmeraldas (Minas Gerais).

Castro et al (2007) indicaram que os compostos derivados do acido cinamico, como o acido
p-cumarico sdo uma das substéncias mais abundantes na propolis, concluiram ainda que o composto
Artepelin C é um dos compostos majoritarios na propolis do sudeste brasileiro. Este resultado pode
ser comprovado com 0s cromatogramas e quantidades de ambos compostos fenélicos analisados em
nosso estudo.

Sun et al. (2015), estudando a extracdo da propolis de Pequim (China) com diferentes
porcentagens de etanol (0, 25, 50, 75, 95 e 100%), encontraram valores de acido p-cumaérico
variando de 0,3 — 1,5 mg/g de propolis. O maior valor deste acido fendlico encontrado neste estudo
foi verificado em 95% de etanol. Estes dados estdo de acordo com o nosso trabalho, visto que a

melhor extracdo de compostos fendlicos e antioxidantes da propolis verde por ultrassom foi
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observado a partir de 84,6% de etanol e este resultado deve-se a polaridade dos compostos
presentes que foram extraidos da propolis.

Portanto, o0 método de quantificacdo e identificacdo dos compostos fendlicos utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi efetivo por mostrar alta seletividade, eficiéncia de

separacao de compostos e boa resolucdo dos picos.

4.3.4. Aplicacéo do extrato em emulséo lipidica

4.3.4.1. Determinacédo do teor de hidroperoéxido

O método mais comumente utilizado para determinar o estado oxidativo de uma amostra de
Oleo é a determinacdo do peréxido, apesar de se limitar na quantificacdo de produtos primarios da
reacdo (CAETANO, 2009; TELLES, 2006).

Na tabela 12 estdo apresentados os dados de valores de peréxido obtidos das emulsdes
controle, adicionada de TBQH, BHA, BHT e Propolis nas concentragfes de 100 e 200 ppm. Estas
concentracdes foram escolhidas devido a legislacéo brasileira, que estabelece por meio da resolucéo
namero 22/77 do decreto-lei 986 do ano de 2005 o uso de 200 mg/kg para BHA e TBHQ e 100mg/g
para BHT (BRASIL, 2005).

Nos dias 0 e 3 pode-se observar que os antioxidantes nao se diferenciaram. A partir do dia
6 houve diferenca significativa entre os tratamentos. Nota-se que neste tempo as amostras
adicionadas de TBHQ 100 ppm, prépolis 100 e 200 ppm e BHT 100 ppm nao diferiram
estatisticamente entre si.

Ao fim dos nove dias de andlise dos sistemas acelerados de oxidagéo, verificou-se que as
amostras adicionadas de extrato de propolis verde em ambas concentragbes mantiveram o teor de
hidroperéxidos préximo ao encontrado para o TBHQ (100 e 200 ppm), enquanto o antioxidante BHT
foi 0 que apresentou resultados mais proximos ao controle. Ukulo; Kiiyukia e Kenji (2013), em um
estudo do desenvolvimento da oxidacéo de emulsdes com 6leo de soja adicionadas de antioxidantes
sintéticos comparados com a propolis, verificaram que até o décimo quinto dia de analise as
emulsdes com extrato de propolis mostraram-se mais eficientes contra a oxidagcdo quando comparas
aquelas com BHT. Concluiram ainda que entre os dias 25 e 30 o teor de hidroperédxido (peroxide
value — PV) aumentou mais quando comparado as emulsdes com BHT.

Ao se comparar as diferentes concentragfes dos mesmos antioxidantes ao fim dos 9 dias
verificou-se que ndo houve diferencas significativa entre os mesmos. Ozcan (2000), avaliando
diferentes concentracdes de extrato de propolis em emulsdo, também verificou que em alguns casos
diferentes concentracdes ndo se diferem quando analisadas o valor de perdxido no mesmo tempo, ja

gue suas capacidades antioxidantes sao proximas.
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Tabela 12. Teor de hidroperoxido de emulsfes a base de 6leo de soja com adi¢do de antioxidantes sintéticos
(TBHQ, BHA e BHT) e propolis verde.

Ensaio Hidroper6xidos (mg/Kg de 6leo)
0 dias 3 dias 6 dias 9 dias
Controle 7,5+0,8 AP 9,1+0,72 Ab 25,7+0,10 AB2a 29,5+0,38 ABCa
TBHQ 100 ppm 10,7+0,63 A2 11,0+0,08 Aa 12,5+0,01 ca 18,7+0,14 ¢a
TBHQ 200 ppm 14,0£1,00 A2 9,1+0,69 A2 13,9+0,39 BCa 17,5+0,28 ¢a
BHA 100 ppm 7,5+0,11 Ac 16,4+0,14 Abe 28,1+0,08 Aa 33,540,08 A2
BHA 200 ppm 5,4+0,05 Ac 19,3+0,01 AP 26,5+0,66 ABab 34,240,08 A2
BHT 100 ppm 6,5+0,01Ab 11,4+0,01 Aa 12,9+0,07 Cab 23,540,011 ABCa
BHT 200 ppm 4,6+0,02 A¢ 13,5+0,08 Abe 18,1+0,07 BCab 26,1+0,05 ABCa
Propolis 100 ppm 7,4+0,10 A2 19,4+1,15 Aa 12,4+0,05 Ca 16,7+0,14 ca
Propolis 200 ppm 8,2+0,40 A2 8,7+0,01 A2 12,5+0,01 Ca 17,5+0,05 ca

Legenda: Valores expressos pela média da triplicata seguido dos desvios padrdes. Letras mailscula diferentes
nas colunas e letras mindsculas diferentes nas linhas diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O aumento do teor de hidroperéxido ao longo dos dias pode ser atribuido a uma degradacgéo
dos compostos ativos e consequente redugcdo da capacidade antioxidante dos extratos (UKULO;
KIIYUKIA e KENJI, 2013).

Observando o teor de hidroperéxidos em cada amostra ao longo do tempo, pode-se
perceber que apenas as adicionadas do extrato de prépolis verde (100 e 200 ppm) e do TBHQ (100 e
200 ppm) nado apresentaram diferenca significativa entre o periodo inicial e 9 dias de armazenamento
sob aquecimento, com médias com a mesma letra. Na amostra controle, o dia 0 e 3 ndo tiveram
diferenca significativa, sendo diferentes do tempo 6 e 9.

De Camargo et al (2016), analisando a estabilidade oxidativa do 6leo de amendoim
prensado a frio a partir do amendoim com casca e Oleo extraido de amendoim branqueado,
verificaram que o teor de peréxido do segundo 6éleo citado diminuiu do tempo zero ao nono més de
analise (73,9 £ 9,5 — 52,6 + 3,9 mg equivalente de hidroperéxido de cumeno/kg de 6leo). Estes
autores atribuiram esta reducdo a instabilidade dos peréxidos, os quais sdo produzidos e
decompostos simultaneamente ao longo do tempo em produtos secundarios da oxidagdo. Caso o

resultado dos teores de hidroperéxido de nosso estudo tivesse diminuido gradualmente poderia-se
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atribuir este fato a decomposicao de perdxidos citada por De Camargo et al (2016), no entanto este
fato pode estar relacionado com algum erro de amostragem devido a localizacdo na estufa e
consequentemente exposicao ao calor e oxigénio.

Considerando que ndo houve diferenca significativa entre as mesmas amostras com
diferentes concentracdes (100 e 200 ppm) no mesmo dia, o desenvolvimento da reacdo de oxidacao
por meio dos valores observados de teor de peréxido ao longo dos dias, foi representado na figura 24
apenas para as menores concentracdes (100 ppm), o que é desejavel para a indUstria em termos

financeiros de uso de matéria prima.
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Figura 24. Teor de hidroperoxido (mg/kg 6leo) dos ensaios com 100 ppm ao longo de 9 dias de teste acelerado
de oxidacao a 40°C.

O efeito antioxidante mais notével foi observado nas amostras com prépolis e TBHQ, dado
esta semelhancga, pode-se considerar a técnica de extragdo com ultrassom eficiente para fins de
aplicacdo em sistema modelo de emulséo, j& que o TBHQ é considerado o antioxidante mais efetivo
no estudo. J4& o BHA ao fim dos 9 dias obteve o maior teor de perdxido verificado, superando a
amostra controle, podendo este fato estar relacionado com localizagdo dentro da estufa ou exposicao
a fatores que contribuem para a aceleracéo da oxidacao lipidica.

Analisando individualmente as amostras com os diferentes antioxidantes e concentracdes,
verifica-se um efeito pré-oxidante, uma vez que ndo houve diferenca significativa entre as amostras
com o mesmo antioxidante e concentragdes diferentes (100 e 200 ppm). Ou seja, a reducdo do teor
de hidroperdxido ndo foi considerada proporcional a concentracéo do extrato. O mesmo foi observado
por De Camargo et al. (2012) em seu estudo de andlise da estabilidade do éleo de soja adicionado de
extrato de pele de amendoim (Peanut skin extracts — PSE), ndo encontrando diferencas significativas
entre as concentracfes de 400 — 1000 mg/kg de PSE. Shahidi e Wanasundara (1995) encontraram
diferentes concentra¢des (200, 500 e 1000 ppm) de extrato de canola adicionados em 6leo de canola

apresentaram resultados similares de teor de hidroperdxido até o segundo dia de analise.
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Estes resultados obtidos indicam que a quantidade de propolis verde utilizada ndo implica
em aumento na capacidade antioxidante, assim pode-se inferir que foi possivel obter uma formulacao

otimizada eficiente utilizando o minimo de matéria-prima possivel.

4.4. Consideracdes finais

Dentro dos par&metros avaliados, a utilizacdo do ultrassom mostrou maior eficiéncia quando
comparado com outros estudos que utilizaram o método tradicional, além de reduzir o tempo e custos
com amostra. Além disso, a metodologia de superficie de resposta foi um método que deixa claro as
melhores condi¢cdes desses pardmetros para obter respostas esperadas, que foram verificadas em
99% de etanol e 0,857:30 g/mL (m/v) de propor¢cédo de amostra:solvente.

O extrato obtido nas condi¢gbes otimizadas foi aplicado em sistema modelo de emulséo
lipidica e verificou-se que a propolis verde teve valor de peréxido semelhante ao antioxidante TBHQ
ao longo dos dias de analise. A cromatografia liquida de alta eficiéncia permitiu identificar 2 acidos
fendlicos (Artepelin C e &cido p-cumarico), encontrando valores altos para ambos em suas
guantificacoes.

Sendo assim, o presente estudo indica que a propolis verde extraida com ultrassom é uma
boa fonte de compostos fendlicos antioxidantes, com potencial de substituicdo parcial ou total de

antioxidantes sintéticos que podem ser prejudiciais a sailde do consumidor.

4.5. Sugestdes para trabalhos futuros

O extrato de propolis verde apresenta desvantagens para a aplicacdo na industria de
alimentos devido a sua caracteristica de aroma e sabor fortes, provenientes da fragdo volatil de
acidos fendlicos. Assim, sdo necessarios estudos que possibilitem mascarar suas caracteristicas até
o fim da vida de utli de um produto que o contenha, seja por estudos de métodos de

microencapsulacdo ainda nédo estudados ou afins.

4.6. Conclusdes finais do trabalho

A utilizagdo da prépolis verde como substituicdo parcial ou integral dos antioxidantes
sintéticos é uma alternativa viavel com relagéo a presenca de compostos fendlicos que atuam sobre a
inibicdo da oxidacao lipidica. Verificou-se neste trabalho que a concentracdo desses compostos é
aumentada quando utiliza-se formas ndo convencionais de extragdo como o ultrassom, o qual pode
reduzir o tempo de trabalho e de amostra utilizada. Além disso, a prépolis verde extraida com o
ultrassom mostrou-se eficiente na manutencdo do valor de perdxidos préxima aos valores observados
para antioxidantes sintéticos muito utilizados pela inddstria alimenticia e que sao nocivas a saude do

ser humano. O uso de variaveis especificas de processo interefiram nas respostas finais obtidas de
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capacidade antioxidante e teor de compostos fendlicos totais, mostrando que o requerimento por

altas porcentagens de etanol é influenciavel pelos compostos mais apolares que sao extraidos.
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