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RESUMO GERAL

A propolis apresenta reconhecidos beneficios a saude, porém seu uso é limitado pelo odor e
sabor intensos, além da degradacgéo de seus compostos, resultando em baixa biodisponibilidade.
A microencapsulacdo destaca-se como estratégia promissora para protecdo e liberagdo
controlada de substancias bioativas, e a adocdo de 6leos ndo convencionais em carreadores
lipidicos representa uma inovagdo nesse campo. Assim, este estudo investigou a incorporacdo
dos 6leos de polpa (OMP) e de améndoa (OMA) da macauba a uma matriz de acido estearico
(AE) para encapsular extrato de propolis verde, empregando as teécnicas de spray chilling e
emulsificacdo por fusdo. As microparticulas obtidas foram caracterizadas em termos
morfologicos, fisico-quimicos, térmicos, eficiéncia de encapsulamento (EE), atividade
antioxidante e estabilidade durante o armazenamento, além da avaliacdo da biodisponibilidade
in vitro para as particulas obtidas no spray chilling. De modo geral, todas as formulagdes
apresentaram EE superior a 60%, sem formacdo de novas ligacGes quimicas detectadas por
FTIR, sugerindo interacéo fisica entre os componentes. A adi¢do dos dleos de macauba reduziu
a cristalinidade do AE, porém ndo impediu a reorganizacdo dos cristais, culminando na
expulsdo do extrato para a superficie e perda de atividade ao longo do armazenamento. Apesar
disso, as particulas produzidas via spray chilling retiveram mais de 40% dos fenolicos iniciais,
enquanto aquelas por emulsificacdo por fusdo apresentaram retencdo de cerca de 20%. A
simulacdo gastrointestinal in vitro comprovou que a microencapsulacdo ampliou a
bioacessibilidade dos polifenois, com maior liberagcdo no intestino das amostras com 40% de
6leo de macauba (polpa e améndoa) e 60% de acido estearico. Em conclusdo, ambas as técnicas
— spray chilling e emulsificacdo por fusdo — sdo métodos promissores para encapsular extrato
de propolis verde. Contudo, ainda se faz necessario aprofundar o estudo das variaveis de
processo, como a concentracdo de lipidios, surfactante e ativos, bem como explorar novas
misturas lipidicas para otimizar a eficiéncia de encapsulamento e a preservacdo dos compostos
ao longo do tempo.

Palavras-chave: encapsulacdo; spray chilling; emulsificacdo por fusdo; 6leo de macauba;
prépolis verde.



GENERAL ABSTRACT

Propolis has well-recognized health benefits, but its use is limited by an intense odor and flavor,
as well as the degradation of its compounds, resulting in low bioavailability.
Microencapsulation stands out as a promising strategy for protecting and controlling the release
of bioactive substances, and the use of unconventional oils in lipid carriers represents an
innovation in this area. Therefore, this study investigated the incorporation of macadba pulp
(OMP) and almond (OMA) oils into a stearic acid (AE) matrix to encapsulate green propolis
extract, employing both spray chilling and fusion emulsification techniques. The resulting
microparticles were characterized in terms of morphology, physicochemical and thermal
properties, encapsulation efficiency (EE), antioxidant activity, and stability during storage, as
well as an in vitro bioavailability assessment for the spray-chilled particles. Overall, all
formulations showed EE above 60%, and no new chemical bonds were detected by FTIR,
suggesting a physical interaction between the components. Although the addition of macatba
oils reduced the crystallinity of AE, it did not prevent crystal reorganization, leading to the
expulsion of the extract to the surface and loss of activity over storage. Nevertheless, the spray-
chilled particles retained more than 40% of the initial phenolics, whereas the ones obtained by
fusion emulsification had a retention of around 20%. In vitro gastrointestinal simulation
confirmed that microencapsulation increased the bioaccessibility of phenolics, with higher
intestinal release observed in samples with 40% of macauba oil (almond and pulp) and 60% of
stearic acid. In conclusion, both spray chilling and fusion emulsification proved to be promising
methods for encapsulating green propolis extract; however, further studies are needed to
explore process variables such as lipid, surfactant, and active concentrations, as well as new
lipid mixtures to optimize encapsulation efficiency and the preservation of compounds over
time.

Keywords: encapsulation; spray chilling; melt emulsification; macauba oil; green propolis.



INDICADORES DE IMPACTOS

O presente estudo demonstra diferentes técnicas para encapsular o extrato de propolis verde em
matriz lipidica, tendo um impacto direto no desenvolvimento de produtos funcionais e aplicacéo
nas industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica. A utilizacdo de técnicas simples, como
a emulsificacdo por fusdo, ou mais robustas, como o spray chilling, evidencia a versatilidade
de producéo e a adaptabilidade tecnoldgica a diferentes escalas, contribuindo para a inovagéo
em processos de encapsulamento de compostos bioativos. Do ponto de vista socioeconémico,
a insercao de 6leos de macauba como parte da matriz lipidica valoriza a biodiversidade local,
abrindo oportunidade de aplicacéo do 6leo da polpa e améndoa da macauba, com potencial para
fortalecer cadeias produtivas locais e gerar renda para comunidades extrativistas e agricultores
familiares, especialmente em regifes do Centro-Oeste e Sudeste do Brasil. Os impactos da
pesquisa se alinham a diversos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), incluindo o
ODS 3 (Saude e bem-estar), ao viabilizar formulagdes com potencial funcional; o ODS 9
(Industria, inovacéo e infraestrutura), por incentivar o desenvolvimento tecnolégico com base
em matérias-primas sustentaveis; o ODS 12 (Consumo e producdo responsaveis), ao propor
alternativas viaveis e seguras de producdo; e o ODS 15 (Vida terrestre), a0 promover 0 uso
responsavel da biodiversidade local. Os impactos podem ser classificados principalmente na
area tematica de “7 - Tecnologia e Produgdo” da Politica Nacional de Extensdo Universitaria,
com desdobramentos nas areas de “5 - Meio Ambiente” e “6 - Satde”, ao contribuir para o
avanco de solugdes tecnoldgicas sustentaveis com potencial de beneficiar populacdes urbanas

e rurais interessadas em produtos naturais com valor agregado.



IMPACT INDICATORS

This study presents different techniques for encapsulating green propolis extract in a lipid
matrix, with a direct impact on the development of functional products and applications in the
food, cosmetic, and pharmaceutical industries. The use of simple techniques, such as melt
emulsification, or more robust ones, such as spray chilling, demonstrates the versatility of
production and the technological adaptability to different scales, contributing to innovation in
the encapsulation processes of bioactive compounds. From a socioeconomic perspective, the
incorporation of macauba oils as part of the lipid matrix adds value to local biodiversity,
creating opportunities for the use of pulp and kernel oils with the potential to strengthen local
production chains and generate income for extractive communities and family farmers,
especially in regions of Central-West and Southeast Brazil. The research impacts are aligned
with several Sustainable Development Goals (SDGs), including SDG 3 (Good health and well-
being), by enabling formulations with functional potential; SDG 9 (Industry, innovation, and
infrastructure), by fostering technological development based on sustainable raw materials;
SDG 12 (Responsible consumption and production), by proposing viable and safe production
alternatives; and SDG 15 (Life on land), by promoting the responsible use of local biodiversity.
These impacts are mainly classified under the thematic area “7 — Technology and Production”
of the National University Extension Policy, with intersections in areas “5 — Environment” and
“6 — Health,” as the study contributes to the advancement of sustainable technological solutions
with the potential to benefit both urban and rural populations interested in natural products with
added value.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Nos Ultimos anos a busca por estratégias inovadoras para melhorar a biodisponibilidade
e aumentar a protecdo dos compostos ativos contra fatores externos, tem direcionado o foco das
pesquisas para microencapsulacdo (Cui et al., 2023). Neste contexto, a propolis verde, € um
produto natural e reconhecido pelas suas propriedades anti-inflamatérias, antioxidantes,
antimicrobianas e imunomoduladoras, que proporcionam diversos beneficios para saude (El-
Sakhawy et al., 2023). Contudo, seu uso direto em produtos farmacéuticos, cosméticos e
alimenticios, enfrentam desafios devido ao seu sabor e aroma intensos, que gera rejeicéo pelo
consumidor, além da sensibilidade de seus compostos que leva a baixa biodisponibilidade no
organismo (Cea-Pavez et al., 2024).

Logo, uma alternativa para essas limitacdes € a encapsulagdo da propolis, que permite a
protecdo dos seus compostos, a liberacdo controlada, além de minimizar sua interacdo com o
meio e mascarar o sabor e cheiro (Tavares et al., 2022). Nos ultimos 20 anos, diferentes técnicas
de encapsulacdo ja& foram citadas para encapsulagdo de fendlicos, como coacervargéo,
gelificacdo ibnica, emulsificacdo por fusdo, spray drying ou spray chilling, como também
diferentes combinacGes de materiais de paredes (Irigoiti et al., 2021).

Os estudos com materiais lipidicos vém ganhando a atencdo por apresentarem maior
protecdo contra oxidacao, retencdo de aromas e entrega no intestino (Premijit et al., 2022). As
técnicas de emulsificacdo por fusdo e spray chilling, ambas utilizam lipidios como materiais de
parede para prender o ativo na particula pelo resfriamento e solidificacdo (Figueiredo et al.,
2022; Kohler et al., 2011). Entretanto, a disponibilidade de material lipidico seguro e que se
encaixe nas limitagOes operacionais, como faixa de ponto de fusdo, limita a diversificacdo dos
materiais de parede (Figueiredo et al., 2022; Shishir et al., 2018). Portanto, a combinagéo de
materiais lipidicos € uma pratica comum e que abre oportunidades para a investigacdo de novas
misturas e avaliacdo de fontes ndo convencionais para criar novos sistemas de carreamento.

O Brasil é um pais com uma ampla diversidade de 6leos vegetais, entre eles o éleo de
macauba (Acromia aculeata). Trata-se de uma palmeira tropical, que produz fruto com alto teor
de lipidios (acido laurico, &cido oleico e acido palmitico) de elevado valor nutricional,
tornando-se promissora para diversas industrias (Magalhdes et al., 2020). Além disso, o alto
teor de &cidos graxos saturados e insaturados, podem influenciar positivamente a estrutura e

estabilidade das microparticulas lipidicas (Colombo et al., 2018). Entretanto, sua principal
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aplicacdo continua sendo na producdo de biodiesel, deixando espaco para novos
desenvolvimentos em segmentos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios (Colombo et al.,
2018; Lessa et al., 2022).

Dito isto, a combinagdo dessas duas abordagens inovadoras — uso da propolis verde
como composto bioativo e 6leos da macatba como lipidio de baixo ponto de fuséo para matriz
encapsulante — abre novas possibilidades para criacdo de produtos funcionais mais palataveis e
estaveis. Além disso, expandiria as aplicacdes da propolis em diversos setores, como também
promoveria a valorizacdo da macauba, reforcando a importancia de aproveitamento de recursos
naturais para desenvolvimento sustentavel.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a aplicagdo do acido
estedrico incorporado com o6leos da polpa e da améndoa da macauba como materiais
carreadores para encapsular o extrato de propolis verde pelas técnicas de emulsificacdo por
fusdo e spray chilling. Em seguida, as microparticulas foram avaliadas quanto as propriedades
fisicas, quimicas, estruturais e térmicas, além da eficiéncia de encapsulacdo, atividade

antioxidante e estabilidade ao longo do armazenamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Propolis verde

A propolis tem origem no grego, em que “Pro” significa “em frente de’ e “Polis”
significa “cidade”, denotando sua funcdo de defesa das colmeias (Anjum et al., 2019;
Kuropatnicki et al., 2013). As abelhas operarias produzem a propolis ao coletar secrecoes de
diferentes partes das plantas, que sdo misturadas com suas secrecoes salivares e cera da colmeia
(Pobiega et al., 2019). O produto resultante € um material pegajoso e adesivo, utilizado na
natureza para vedacédo de fendas na colmeia, alisamento das paredes internas ou no combate a
infecgBes microbianas (Anjum et al., 2019). Além disso, a prépolis atua como isolante térmico
e controlador de umidade, ajudando a manter a temperatura interna préxima de 35 °C e a evitar
a entrada de agua ou fluxo intenso de ar na colmeia (Kuropatnicki et al., 2013; Pasupuleti et
al., 2017).

O uso da propolis remonta a civilizagdes antigas, como egipcios, gregos e romanos, que
ja reconheciam seu potencial antimicrobiano e cicatrizante. Os egipcios observaram que as
abelhas utilizavam a propolis como substancia “embalsamadora”, cobrindo as carcagas de
eventuais invasores, para prevenir a propagacao de infec¢des causadas por sua decomposicao
(Rojczyk et al., 2020). Na Grécia e Roma, a propolis é descrita como “terceiro produto” das
abelhas, dotada de odor pungente e capaz de curar contusdes e feridas (Kuropatnicki et al.,
2013).

Na idade média, porém, o ocidente reduziu sua atencdo ao uso da propolis, enquanto a
medicina oriental, seu uso e conhecimentos das propriedades medicinais continuaram sendo
amplamente utilizados na cicatrizacdo de lesdes e feridas, ou até mesmo como desinfetante
bucal (Kuropatnicki et al., 2013, Rojczyk et al., 2020). O interesse ocidental pela propolis
ressurgiu com a teoria renascentista, que posteriormente levaria a prépolis a ser incluida na
farmacopeia inglesa no seculo XV1I, como um dos principais ingredientes de pomadas curativas
(Kuropatnicki et al., 2013; Martinotti; Ranzato, 2015). O desenvolvimento de técnicas
analiticas mais avangadas e cromatografia, possibilitou grupos de pesquisas a mapear mais de
300 compostos na matriz, com diferentes propriedades quimica (Anjum et al., 2019; Rojczyk
et al., 2020). Desde entdo, 0 uso da propolis vem se difundindo gradualmente e sua lista de
aplicacOes é cada vez mais extensa.

Ao longo das ultimas décadas, a popularizacdo do uso de remédios naturais aumentou,

estimulando a expansdo do uso da prépolis na medicina alternativa e complementar (Keskin et
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al., 2019). Em paralelo, os modelos de pesquisas baseados na biomimética - area da ciéncia que
investiga 0 comportamento da natureza como inspiracdo para resolver problemas humanos —
lanca luz sobre como a propolis pode inspirar novas abordagens terapéuticas e tecnoldgicas
(Scorza et al.,, 2020). Aliado a essas tendéncias, o periodo da pandemia de COVID-19,
fortaleceu ainda mais a busca por solucbGes saudaveis, levando muitos consumidores a
priorizarem alimentos mais nutritivos e saudaveis, como sopas e hortalicas, ou até mesmo
suplementos nutracéuticos que estimulam o sistema imunologico (Chenarides et al., 2021;
Galanakis et al., 2020).

Nesse contexto, as aplicacdes da propolis, seja de forma pura ou combinada a outros
componentes, abrange atividades anti-inflamatoria, cicatrizante, antibacteriana, antioxidante e
imunomoduladora, j& comprovadas em diversos estudos (Braakhuis, 2019). Tais resultados s&o
justificados devido a ampla variedade de compostos fitonutrientes encontrados na proépolis,
como os polifendis, que possuem uma atuagdo importante como imunomoduladores no

organismo (Celan et al., 2022).

2.1.1 Origem e composicdo quimica

Embora mais de 300 compostos ja tenham sido identificados na prépolis, sua
composicao quimica ainda nao totalmente caracterizada, principalmente devido a existéncia de
maultiplas classes de compostos e suas variagdes dependendo da vegetacdo local, geografia,
estacdo e espécie de abelhas (Kuropatnicki et al., 2013). Em geral, estima-se que a composicao
da propolis inclui principalmente resinas e balsamo (45 — 55%), ceras (8 — 35%), 6leos
essenciais e aromaticos (5 — 10%), acidos graxos (~5%), pélen (~5%) e substancias organicas
e minerais (~5%) como principais componentes encontrados (Anjum et al., 2019). Entre os
compostos biologicamente ativos presentes, destacam-se terpenoides, compostos fenolicos,
flavonoides, acidos fendlicos e outros compostos organicos (Wieczorek et al., 2022). Esses
compostos sao 0s mais representativos na propolis e apesar de suas variagdes quantitativas de
acordo com a espécie e sazonalidade, as atividades bioldgicas de diferentes extratos ainda
permanecem comparaveis, atuando de forma sinérgica no meio e conferindo diferente
propriedades ao extrato (Suran et al., 2021; Ikeda et al., 2021; Wieczorek et al., 2022).

No cenario global, os diversos tipos de propolis podem ser divididos em duas grandes
categorias: oriunda de regides temperadas e a de areas tropicais, cada qual apresentando
composices distintas (Anjum et al., 2019; Irigoiti et al., 2021). O Brasil, em particular, figura

como um importante produtor mundial de propolis, gracas ao clima tropical que favorece a uma
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vasta biodiversidade e as condicfes climaticas e geogréficas que impulsionam tal produgéo
(Salgueiro; Castro, 2016). Entretanto, essa riqueza também dificulta 0 mapeamento preciso de
sua composicdo e padronizacdo, representando um desafio na elaboracdo de protocolos e
recomendac0es clinicas (Braakhuis, 2019).

Entre os diferentes tipos, a propolis verde ¢ a variedade mais comercializada no Brasil,
sendo que cerca de 80% de sua producdo é exportada para o Japao (Oliveira et al., 2021). A
prépolis verde brasileira é produzida pelas abelhas Apis melifera, que coletam resinas das folhas
de Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), popularmente conhecida como “alecrim-do-
campo” (Beserra et al., 2021). Seu principal marcador quimico € o Artepillin C (acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico) (Figura 1), que confere excelentes propriedades anti-inflamatorias
(Beserra et al., 2021). Além disso, a propolis verde também contém outros constituintes
importantes, como &cido cindmico, &cido p-cumarico, &cido cafeico, &cido ferdlico e seus
derivados, responsaveis pelas atividades antioxidantes e biocidas dessa substancia (Huang et
al., 2014).

Figura 1 - Representacdo esquematica da coleta e producdo da propolis verde e seu marcado
principal Artepilin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico).

HO 0]

OH
Artepillin C

(acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico)

Fonte: Adaptado pelo autor com base em Beserra et al. (2021).

Para utilizacdo comercial, a prépolis bruta precisa passar por etapas de extracdo, para
que os ingredientes ativos sejam liberados. Logo, a extracdo é uma etapa fundamental no
aproveitamento dos seus bioativos e os métodos mais relatados sdo: maceracdo com solucao
hidroalcdolica, soxhlet, extracdo em fase solida, extracdo assistida por micro-ondas e ultrassom

(Bankova et al., 2021). Contudo, a caracteristica apolar da propolis dificulta sua solubilidade
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em &gua, sendo necessario solventes organicos para obtencdo do extrato, destacando-se as
misturas de agua-etanol (25-80% v/v) entre os solventes mais eficazes para obtencéo da tintura
(Bankova et al., 2021; Galeotti et al., 2018; Sun et al., 2015). Na etapa de maceragdo, a
proporcdo ideal é de 30 g de resina para cada 100 mL de solvente, com duracdo de cerca de 10
dias, seguido de filtracdo ou centrifugacdo (Cunha et al., 2015; Galeotti et al., 2018). Acima
dessa concentragdo ou tempo ndo é observado nenhum aumento na concentragcdo dos ativos

fenolicos presentes no extrato final.

2.1.2 Propriedades biologicas e aplicacdes terapéuticas da propolis verde

Na natureza, a prépolis é utilizada pelas colmeias para preservar a salde e imunidade
das coldnias, o0 que desperta o interesse nas possibilidades de proporcionar diversos beneficios
a saide humana (Busch et al., 2017; Suran et al., 2021). Estudos ja comprovaram que 0 extrato
de prépolis possui diferentes componentes, 0s quais irdo atuar sinergicamente como
antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatorios, imunomoduladores e/ou anti-viral
(Bachevski et al., 2020; Ripari et al., 2021; Scorza et al., 2020).

A atividade antioxidante da propolis estd diretamente relacionada aos flavonoides e
acidos fendlicos (Isla et al., 2001; Nichitoi et al., 2021; Pellati et al., 2013). Esses compostos
atuam doando ions hidrogénio aos radicais livres, dificultando a oxidacao de lipidios, proteinas
e 4cidos nucléicos (Chua; Liu, 2019; Sforcin et al., 2005; Suran et al., 2021). Além disso, os
flavonoides sdo antioxidantes altamente reativos, capazes de eliminar os radicais livres e
minimizar os danos teciduais induzidos pelo estresse oxidativo das células (Bazmandegan et
al., 2017; Braakhuis, 2019). Compostos contendo &cidos fendlicos e flavonoides também
podem ser utilizados em alimentos para aumentar seu valor nutricional ou retardar a
deterioracdo fangica (Ibrahim; Alqurashi, 2022).

A atividade antimicrobiana do extrato de prdpolis abrange desde a acéo direta contra
bactérias, virus e fungos, até a supresséo de fatores de viruléncia microbiana, como biofilmes
(Suran et al., 2021). Os compostos aromaticos e flavonoides presentes na propolis, tendem a
aumentar a permeabilidade da membrana bacteriana, afetando o equilibrio iénico e a divisdo
celular por meio da destruicdo da parede celular e interrupcédo da sintese proteica (Anjum et al.,
2019; Lotfy et al., 2016; Parolia et al., 2010; Sforcin et al., 2005). Contudo, vale ressaltar que
a propolis € mais eficiente contra bactérias gram-positivas do que bactérias gram-negativas

(Sforcin et al., 2005). Essa diferenca pode ser atribuida as enzimas presentes na membrana
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externa das gram-negativa, responsaveis pela degradagdo de componentes presentes na prépolis
(Mirzoeva et al., 1997).

Com relacdo a atividade anti-inflamatéria da propolis, embora seus mecanismos de
atuacdo ainda estdo sendo investigados, h4 consenso de que a propolis tem demonstrado um
papel imunomodulador significativo no organismo, induzindo um ambiente bioquimico
favoravel para microbiota do intestino e estimulando citocinas reguladoras (Braakhuis, 2019;
Conte et al., 2022; Zhong-Yong et al., 2024; Zulhendri et al., 2022; Shimizu; Suzuki, 2019).
Na propolis verde, por exemplo, a presenca do ativo Artepilina C, derivado do &cido cindmico,
atua na diminuicdo da sintese de citocinas e moléculas pro-inflamatorias, inibindo a
vasodilatagéo e prevenindo inflamacédo (Beserra et al., 2021).

Outro ponto, é que estudos observaram que a propolis estimula o sistema imunoldgico
in vivo, ativando 0s mecanismos naturais do corpo envolvidos no combate a microorganismos
nocivos (Magnavacca et al., 2022; Santos et al., 2022). Sua administracéo diaria influenciou na
funcdo de diferentes células envolvidas na imunidade inata e adaptativa, como também
aumentou a producéo de anticorpos em camundongos (Ripari et al., 2021; Sforcin et al., 2005).
Além disso, a prépolis ja provou atuar no blogueio parcial a entrada do virus nas células e afetar
as etapas de replicacdo do ciclo viral (Bachevski et al., 2020; Bufalo et al., 2009; Scorza et al.,
2020).

Portanto, diante dessas propriedades discutidas, a propolis surge como um ingrediente
bioativo com grande potencial, que pode ser acrescentado em alimentos, medicamentos ou
cosméticos (Busch et al., 2017). No entanto, sua aplicacdo em larga escala é limitada devido ao
fato de possuir sabor e aroma forte, que acabam causando rejeicdo de alimentos pelo
consumidor (Tavares et al., 2022). Além disso, os compostos bioativos presentes na prépolis
sdo sensiveis ao contato com luz, calor e oxigénio, e sua disponibilidade oral é baixa, uma vez
que o0s ativos presentes no extrato j& comegcam a se degradar logo no inicio do trato
gastrointestinal (Cutrim et al., 2019; Dallabona et al., 2020; Elbaz et al., 2016).

A biodisponibilidade da prépolis se refere a quantidade de seus compostos capazes de
serem absorvidos pelo sistema vivo e atingir locais onde possam exercer seus efeitos biologicos
(Cutrim et al., 2019). Gardana et al. (2007) demonstraram um aumento significativo de
polifendis apos 5h de ingestdo, com reducao significativa apos 8h, até ndo ser mais detectaveis
apos 24h. Boufadi et al. (2018) observaram concentracfes ainda menores quando a prépolis foi
administrada com extrato puro sem veiculo protetor. Logo a mistura da propolis com outros
componentes poderia proteger seus compostos da degradacdo e melhorar sua absorgédo pelas

membranas do intestino.
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Uma alternativa para contornar tais limitagdes, é o encapsulamento do extrato de
prépolis. Esse processo, pode aumentar a eficiéncia de entrega e proteger os compostos contra
degradacdo no organismo, como também promover uma liberacdo controlada (Busch et al.,
2017). Além de proteger contra fatores externos, o encapsulamento também pode promover a
retencdo de compostos volateis, mascarando sabores e odores indesejaveis, 0 que aumentaria a

aceitacdo pelo consumidor (Dallabona et al., 2020; Tavares et al., 2022).

2.2 Técnicas de microencapsulacdo

A microencapsulagédo de ativos, desenvolvida a mais de 60 anos, define-se como uma
tecnologia em que o ingrediente (nucleo, ativo ou fase interna) € acondicionado dentro de um
revestimento (carreador, revestimento ou material de parede) sélido (Saifullah et al., 2019). O
processo de encapsulacdo tem como objetivo fornecer protecdo para o ativo em condicOes
adversas, até sua posterior liberacdo (Tavares et al., 2022). Entre os fatores que influencia a
qualidade das particulas produzidas, destacam-se o tipo de material empregado tanto no ndcleo
quanto na parede, e o proprio processo de encapsulacdo (Fang; Bhandari, 2010).

Na microencapsulacéo, as duas formas mais comuns séo classificadas como: cépsulas
ou esferas (Figura 2). A principal diferenca entre as duas esta na forma como o composto
bioativo é armazenado e liberado. As capsulas possuem uma membrana externa distinta feita
do material de parede (polimero ou lipidio), que protege o nicleo em uma ou mais camadas. Ja
as esferas, sdo particulas macicas, geralmente esféricas, contendo o ativo disperso
homogeneamente por toda a matriz encapsulante, e sdo o formato mais comum obtido a partir

das técnicas de spray drying e spray chilling (Figueiredo et al., 2022).

Figura 2 - Representacao esquematica da formacdo de capsulas e esferas

MATERIAL
DE PAREDE
NUCLEO ATIVO
MATERIAL
DE PAREDE
MICROESFERAS MICROCAPSULAS

Fonte: Elaborado pela autora adaptado de Figueiredo et al. (2021).
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A liberacéo do ativo ocorre conforme as caracteristicas fisicas, quimicas e estruturais
das particulas (Okuro et al., 2013). Em sistemas lipidicos ou materiais cerosos, a liberagdo pode
ocorrer por erosao ou alteracdo térmica e lixiviacdo. A erosdo envolve a degradagdo quimica
da parede por acdo enzimatica no organismo, enquanto a mudanca de temperatura ird afetar o
estado fisico do material, o que ira favorecer a lixiviacdo liberando gradativamente o ativo da
matriz (Favaro-Trindade et al., 2021; Uner et al., 2005).

No Quadro 1, é apresentado uma lista dos estudos mais relevantes de encapsulacao da

propolis, realizados nos Gltimos 7 anos, disponiveis na base de dados do SCOPUS.
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Quadro 1 - Principais trabalhos publicados sobre a encapsulacdo da prépolis nos ultimos 7 anos (Continua).

Método de
encapsulacdo

Autor

Material de parede

Objetivo do estudo

Concluséo

Emulsificacéo por
fusdo

Soleimanian et al.
(2018)

Cera de abelha, cera
de propolis e 6leo de
semente de roma

Desenvolver carreadores
lipidicos nanoestruturados

Andlise de DRX indicou menor cristalinidade
nas amostras carregadas com 6leo. A presenca
de estabilizante e surfactante produziu
particulas menores em comparacao ao
controle.

Spray Drying e Sturm et al. Goma arabica, Obter p6 de propolis Liofilizagéo apresentou melhor desempenho
Liofilizacao (2019) Maltodextrina e dispersivel em agua, com do que o spray dry. Goma arabica apresentou
Inulina altos teores de fendlicos. maior eficiéncia no encapsulamento da
propolis.
Baysan et al. Isolado Proteico, Avaliar diferentes materiais E.E superior a 95% para ambas as técnicas,
(2021) Gelatina, Caseinato de | de parede e métodos nas com os diferentes materiais avaliados.
Sodio, Maltodextrina | caracteristicas do po de
e Goma arabica prépolis
Keskin et al. Alginato de sddio Encapsular os ativos da A liberacdo da prdpolis em granulos de
(2019) propolis como alternativa de | alginato é depende do pH da solu¢do, com
consumo do extrato sem maior liberacdo em pH proximo de 7,0
alcool. (intestino) do que no pH &cido (estomago).
Hegazi et al. Alginato de sédio Efeito antimicrobiano da Cargas negativas das superficies das NPs
(2019) prépolis nanoencapsulada formadas, ofereceram maior permeacao da

Gelificacéo ibnica

contra bactérias gram+ e
gram-

prépolis na membrana bacteriana gram+,
aumentando o efeito antimicrobiano das
particulas em comparacdo a propolis pura.

Dallabona et al.
(2020)

Alginato

Proteger antocianinas e
compostos fendlicos da
prépolis até sua aplicacdo
final

E.E de fendlicos totais de até 89,6%.
Encapsulacéo da prépolis com extrato de
jabuticaba demonstrou efeito sinérgico e
aumento da atividade antioxidante, quando
comparado aos compostos separados.
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Quadro 1 - Principais trabalhos publicados sobre a encapsulacdo da prépolis nos ultimos 7 anos (Concluséo).

Método de

~ Autor Material de parede Objetivo do estudo Concluséo
encapsulacdo
Modificacdo de pH | Zhang et al. Zeina, caseina e Protecéo do ativo A bioacessibilidade da prépolis encapsulada
(2019) alginato aumentou em 80%.
Spray Drying Alves et al. Proteina de Ervilha Avaliar influéncia do material | Tratamento com 5% de extrato de propolis
(2019) de parede na atividade apresentaram melhor E.E e rendimento,
antioxidante e antimicrobiana | porém observou uma diminuicdo da atividade
da prépolis antioxidante em comparacao ao extrato puro.
Emulsificacéo 6leo | Santos et al. Poli (4cido latico-co- | Melhorar o desempenho E.E proxima de 97%. Nanoparticulas inibiram
em agua (2020) glicolico) antimicrobiano da propolis a formacao de biofilme bacteriano, tendo

vermelha

maior efeito contra cepas gram-positivas.

Nanocomplexacéo

Soleimanifard et

Caseinato de sédio e

Melhorar propriedades fisico-

E.E variou de 67,48 a 96,18%. Maior

al. (2021) Maltodextrina quimicas e térmicas da concentracdo do material de parede melhorou
propolis a eficiéncia de encapsulacéo.
Lipossomas Ramli et al. Fosfatildilcolina de Avaliar o efeito da técnicae | E.E de 66,9%, com dimensdes de 275,9 nm,
(2021) soja material de parede na E.E da | sendo comprovada a encapsulacéo por meio
propolis para protecdo dos de ligagdes intermoleculares entre a
fendlicos membrana de fosfolipidios e o extrato de
prépolis.
Liofilizacdo Shakoury et al. Isolado proteico de Melhorar propriedades fisico- | E.E variou de 65,49 a 84,03%. Maior controle
(2022) soro de leite (WPI) quimicas e funcionais da de liberacdo gastrointestinal.
prépolis.
Spray drying e Gomes Sa et al. Gordura vegetal (Tri- | Desenvolver material bioativo | As particulas em p6 protegeram os
Spray chilling (2023) HS-48) em po e livre de alcool, a flavonoides e fendlicos por 90 dias de

partir do extrato de propolis.

armazenamento. As particulas lipidicas foram
liberadas principalmente na fase intestinal.

Fonte: Da autora (2025).
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Na encapsulacdo da propolis, o método de spray drying € amplamente citada na
literatura, utilizando materiais hidrossoltveis como, maltodextrina (MDX), goma arabica (GA)
ou inulina, pois esses materiais tendem a melhorar a dispersdo do extrato em agua (Busch et
al., 2017; Sturm et al., 2019). No entanto, o spray chilling tem recebido atencfo crescente,
especialmente para compostos que se deseja uma liberacdo diferenciada. Em experimentos
realizados nos ensaios de liberacdo in vitro, Gomes de S& et al. (2023) observaram que as
particulas do spray drying apresentaram maior liberagdo na fase oral, com queda na
concentracdo dos compostos nas etapas seguintes da digestdo. Por outro lado, as particulas
obtidas pelo spray chilling liberaram o ativo principalmente na fase intestinal. Tais resultados
sdo atribuidos a acdo de enzimas digestivas no intestino, que metabolizam os materiais lipidicos
ou cerosos, favorecendo a liberacio do ativo (Favaro-Trindade et al., 2021; Uner et al., 2005).

Nessa linha, Cutrim et al. (2019) investigou os métodos de spray chilling e gelificacdo
ibnica na encapsulagdo de polifendis do cha verde, onde observaram maior eficiéncia de
encapsulacao (83,5 £ 2,8%) com spray chilling do que o a gelificagdo (72,6 + 0,4%). Uma das
vantagens de se usar materiais lipidicos na encapsulacéo de polifendis, € minimizar a atividade
de oxigénio e consequentemente a oxidacao (Fadini et al., 2021).

Ramli et al. (2021) encapsulou a prépolis das abelhas sem ferrdo pela técnica de
lipossomas com uso de fosfolipidios capazes de aprisionar bioativos em sua matriz protetora.
A eficiéncia de encapsulacdo foi evidenciada pelos dados espectrais de espectroscopia de
infravermelho por transformada de fourier (FTIR). No estudo observou-se que ap6s adi¢do da
prépolis na matriz, a banda referente ao grupo funcional -OH tornou-se quase imperceptivel, 0
que foi discutido como o mecanismo de aprisionamento da prépolis na camada lisossémica.

Portando, a escolha da técnica e do material de parede dependera diretamente dos
objetivos de aplicacdo: maior estabilidade térmica, liberacdo controlada, ou ainda prote¢do ao
longo do armazenamento. Logo, o verdadeiro desafio estd na formulacdo e condicBes de
preparo capazes de obter caracteristicas fisico-quimicas necessarias para cada objetivo (Ramli
etal., 2021).

2.2.1 Emulsificacéo por fuséo

A emulsificacdo por fusdo, consiste na mistura da fase lipidica fundida + ativo, com um
meio aquoso e o0 agente emulsificante (Lindner et al., 2018). Segundo Kdéhler et al. (2011) na
técnica de emulsificacdo por fusdo € misturado liquidos imisciveis. Em sistemas separados, 0

lipidio solido (cera ou manteiga) é fundido e depois disperso o ativo, enquanto a fase aquosa
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também é aquecida junto com o surfactante, a uma temperatura 10 °C acima do maior ponto de
fusdo da mistura lipidica. Em seguida, a fase aquosa é vertida na fase lipidica fundida, sob
agitacdo constante (Figura 3). Apds a mistura das fases, o sistema é rapidamente resfriado em
banho de gelo sob agitacdo com hélices, onde as forcas de cisalhamento quebram a estrutura da
gota lipidica em gotas menores e o resfriamento rapido leva a solidificacdo dessas gotas e
aprisionamento do ativo (Fanselow et al., 2016). A principal vantagem dessa técnica esta na
simplicidade de execucdo, sem necessidade de equipamentos robustos ou solventes organicos
(Milanovic et al., 2017).

Figura 3 - Representacao esquematica sobre a técnica de emulsifica¢do por fusdo.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

No desenvolvimento do processo, as goticulas formadas na fase lipidica irdo solidificar
com o abaixamento da temperatura, e seréo separadas por filtragdo ou centrifugacdo. A presenca
de surfactante reduz a tensdo superficial das particulas, enquanto a fase aquosa diminui a colisdo
das gotas dispersas do lipidio, favorecendo a formacao de particulas arredondas em escala micro
ou nano (Nandy et al., 2020; Soleimanian et al., 2018). Nandy et al. (2020) e Carvalho et al.
(2021) investigaram a encapsulacdo por emulsificacdo por fusdo com cera de abelha, onde
observaram que a porcentagem de surfactante afetou de forma significativa a capacidade de
carga e tamanho das particulas.

A formacao eficiente de particulas ira depender de parametros como concentracdo de
surfactante, ponto de fusdo do material lipidico, velocidade de agitacdo, concentragdo de
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material na fase dispersa ou condic¢des de resfriamento. Normalmente, a ruptura das gotas na
emulsificacdo depende da tenséo de cisalhamento e deformacéo aplicada, onde a ruptura da
gota ocorre apenas em fluxo turbulento e a densidade de energia transferida determinara seu
diametro (Fanselow et al., 2016; Tcholakova et al., 2007). Contudo, velocidades muito
elevadas, podem gerar deformacdes na gota, pois intensifica o processo de estiramento da gota
e favorece o formato oval ou deformado ou até mesmo a quebra das gotas ja formadas
(Bodmeier et al., 1991; Fanselow et al., 2016; Kohler et al., 2011). Aléem disso, lipidios com
baixo ponto de fuséo dificultam a solidificacdo e favorece a concentracdo de componentes na
superficie, como observado por Kamble et al. (2004) ao encapsular ibuprofeno em alcool
cetilico e &cido palmitico, onde o &lcool cetilico tendeu a concentrar na superficie da particula
devido a sua menor velocidade de solidificagdo comparado ao acido palmitico. Esse
comportamento de erosdo do componente de menor ponto de fusdo dificultou o controle de
liberacdo da droga.

Logo, mas recentemente, surgem os carreadores lipidicos estruturados (CLE), que
consistem em uma mistura binaria de lipidios de diferentes pontos de fusdo estabilizada por um
surfactante, promovem imperfei¢cGes na matriz cristalina e favorece maior retencdo de ativo
(Soleimanian et al., 2018). Por exemplo, a combinacdo de cera de abelha, cera de propolis e
6leo de semente de romd aumentou a eficiéncia ao gerar imperfeicdes na rede lipidica
(Soleimanian et al., 2018). Portanto, a escolha da técnica e do material carreador serad

influenciada diretamente pelos objetivos de aplicacdo (Ramli et al., 2021).

2.2.2 Spray chilling

A tecnologia de spray chilling, também conhecida como spray cooling ou spray
congeling, tem sido amplamente usada nos estudos de melhoria de desempenhos de
ingredientes ativos termossensiveis, como vitaminas (Carvalho et al., 2021; Paucar et al., 2016;
Silva et al., 2019), pigmentos (Antonio et al., 2021), aromas (Premijit et al., 2022) e polifendis
(Figueiredo et al., 2022).

O mecanismo de resfriamento por spray é baseado na solidificacdo do fluido (material
de parede + ativo) em uma camara de resfriamento (Figura 4). Inicialmente é feito o
encapsulamento do ativo em uma matriz lipidica, sendo geralmente um lipidio fundido ou uma
emulsdo agua e 6leo. Na segunda etapa, esta mistura € pulverizada em um ambiente resfriado

abaixo do ponto de fusdo dos lipidios da mistura. Nesse momento, ocorre a transferéncia de
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calor entre o lipidio e o ar frio, solidificando rapidamente a matriz, 0 que resulta no

aprisionamento dos ativos em microparticulas (Figueiredo et al., 2022).

Figura 4 - Representacdo esquematica do processo de encapsulacao por de spray chilling.
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Dentro da camara de resfriamento, o material de parede é submetido a 3 etapas: sendo
primeiro o resfriamento do liquido, até atingir a temperatura de solidificacdo; em seguida inicia
0 processo de cristalizacdo gradativa da matriz; finalizando com a estabilizagcdo completa da
particula pelo resfriamento (Bertoni et al., 2019; Consoli et al., 2016). Na sequéncia, as
particulas sdo coletadas em um recipiente abaixo da camara de resfriamento, o que resulta em
um curto espaco de tempo de permanéncia das particulas na cAmara de resfriamento (Okuro et
al., 2013).

A técnica de spray chilling possui diversas vantagens como: flexibilidade na mistura de
materiais de parede e de nulcleo, permitindo sua aplicacdo nos segmentos de alimentos,
cosméticos, farmacéuticas e nutracéuticos. Além disso, o processo pode ser facilmente
escalonado para producdo em larga escala, tornando-se uma opg¢éo viavel e atraente para a
industria (Figueiredo et al., 2022; Okuro et al., 2013; Oliveira et al., 2023). Para o melhor
aproveitamento do método e garantir um processo eficiente e continuo, a temperatura do
alimentador e bico de atomizacao deve estar 10°C acima do ponto de fusdo mais alto dos lipidios
utilizados, de modo a evitar o entupimento do bico (Figueiredo et al., 2022). Ja para o fluxo de

ar e na camara de resfriamento a temperatura de trabalho ira variar de acordo com o
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comportamento de solidificacdo dos lipidios e suas misturas (Favaro-Trindade et al., 2021).

Lipidios com baixo ponto de fusdo causam alta adesdo na camara de resfriamento e,
consequentemente diminui a eficiéncia do processo. Ja os lipidios com maior ponto de fusdo
podem ultrapassar o limite maximo de temperatura dos dispositivos de resfriamento por
pulverizacdo e tendem a expulsar o ativo pelo processo de reorganizacdo dos cristais (Yin;
Cadwallader, 2018). Nesse caso, a rede cristalina tende a elevar seu grau de organizacao
gradativamente com o tempo, reduzindo o espaco para acomodacdo do composto ativo,
resultando na sua expulsdo ao longo do armazenamento (Dantas et al., 2018; Ribeiro et al.,
2012). O ideal € que a temperatura de fusdo do material esteja acima de 45 °C e abaixo de 75
°C, para garantir estabilidade em uma ampla faixa de temperatura, baixa adesao, boa fluidez e
alta eficiéncia de encapsulamento (Consoli et al., 2016).

Logo, uma alternativa para atingir uma faixa de temperatura de trabalho ideal para cada
material, aumentar capacidade de carga e minimizar a expulsdo do nucleo, é a mistura de
lipidios com alto e baixo ponto de fusdo (Ajala et al., 2021). Diversos materiais lipidicos tém
sido amplamente investigados, incluindo ceras, manteigas e acidos graxos com alto grau de

insaturacao.

2.3 Materiais lipidicos para microencapsulacao

Os parametros mais analisados nos trabalhos com microencapsulacéo sdo: rendimento
do processo, eficiéncia de encapsulacao do ativo, retencéo e boas caracteristicas fisico-quimicas
do p6 formado (Favaro-Trindade et al., 2021). A eficiéncia de encapsulacao e estabilidade da
microcapsula produzida é diretamente influenciada pela escolha do material de parede (Dhakal;
He, 2020). Portanto, a escolha da matriz lipidica para microencapsulacédo de ativos é a base da
técnica do spray chilling e emulsificagdo por fusdo (Oriani et al., 2016).

Segundo Ajala et al. (2021), as particulas obtidas com materiais de parede previamente
preparados a partir da mistura de lipidios com baixo e alto ponto de fusdo, sdo chamados de
carreadores lipidicos estruturados (CLE), enquanto particulas formadas a partir de um Unico
lipidio com alto ponto de fusdo sdo chamadas de microparticulas lipidicas sélidas (MLS). O
desenvolvimento de CLE visa aumentar a capacidade de carga e melhorar perfis de liberacédo
dos ativos, por meio da mistura de 5-40% de lipidios de baixo ponto de fusdo na fase lipidica
solida (elevado ponto de fusdo) (Katouzian et al., 2017; Wang et al., 2018; Shishir et al., 2018).

A mistura de duas fontes lipidicas, promove uma alteracdo na estrutura cristalina da

matriz lipidica solida, levando a reducéo da cristalinidade do meio e ponto de fusdo (Ajala et
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al., 2021). Logo, a formag&o de uma matriz lipidica solida menos ordenada tende a favorecer a
permanéncia do composto ativo nas imperfei¢Ges da rede cristalina ou entre cadeias (Muller et
al., 2002a). Contudo, o excesso de lipidio liquido na matriz sélida, pode contribuir para
migracdo do Oleo junto com ativo, para superficie durante a cristalizagdo, levando a perdas
significativas do ativo (Consoli et al., 2016).

Uma forma de acompanhar o comportamento da estrutura cristalina do material, é pela
técnica de difracdo de raio X (DRX). Oriani et al. (2016) investigaram a producdo de CLE para
encapsular oleoressina de gengibre (OG), utilizando &cido palmitico e &cido oleico (ambos ricos
em acidos graxos livres) em mistura com gordura de palma. A presenca de acidos graxos livres
promoveu uma interagdo mais favoravel dos ativos da OG, como também uma estrutura mais
desordenada, ao mostrar picos menos definidos na anélise de DRX. Lipidios insaturados
apresentam conformacéo arqueada, o que dificulta 0 empacotamento ordenado das cadeias
saturadas ao longo da cristalizacdo. A estrutura cristalina das particulas lipidicas também foi
investigada por Pinho e Silva (2013), que relataram a diminui¢do da intensidade dos picos
polimorficos de &cido estedrico, com adicdo de 10% de manteiga de cupuacu, indicando
modificacdo da estrutura original do lipidio. Portanto, novas possibilidades podem surgir a
medida em que lipideos ndo convencionais, baseados na biodiversidade brasileira, sdo

estudados e avaliados como novos materiais carreadores, como os 0leos da macauba.

2.3.1 Acido Estearico

O é&cido estearico (C1gH3602) € um &cido graxo saturado com uma longa cadeia de
hidrocarbonetos apolar e um grupo carboxilico (-COOH) polar em uma extremidade,
caracteristica anfifilica que lhe permite atuar como agente emulsionante, estabilizador e
modificador de reologia em formulagdes (Sagiri et al., 2015). O acido estearico (AE) possui
ponto de fusdo entre 69 °C e 72 °C, e pode ser obtido por hidrélise ou hidrogenacdo de
triglicerideos proveniente de 6leos vegetais, seguida de fracionamento para atingir alto grau de
pureza (Severino et al., 2011). O &cido estearico tem comportamento sélido em temperatura
ambiente e sua ampla compatibilidade com outros lipidios favorece a formacao de diferentes
sistemas lipidicos complexos, agregando propriedades adicionais as microparticulas (Gomes et
al., 2013).

Em termos de mercado, seu custo relativamente acessivel, pode variar em funcédo do
preco dos 6leos vegetais (ex: palma) e dos processos de refino necessarios para remocdo de

impurezas. Além disso, 0 uso exclusivo do AE como matriz encapsulante é a cristalinidade
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elevada, que pode resultar em expulsédo do ativo durante o armazenamento (Ribeiro et al.,
2012). Durante o processo de solidificacdo e cristalizacdo, os lipidios apresentam um fendmeno
conhecido como polimorfismo, que é a capacidade de uma molécula ter mais de uma forma
cristalina dependendo do arranjo do ndcleo do cristal (Carvalho et al., 2019; Chaturvedi et al.,
2023). Em geral, esse comportamento tende a reduzir a eficiéncia de encapsulamento e a
provocar a expulsdo do ndcleo ao longo do armazenamento. Por isso, diversos estudos tém
explorado misturas de lipidios liquidos e solidos (temperatura ambiente) como estratégia para
minimizar esse efeito (Ribeiro et al., 2012).

A combinacdo de acido estearico com acido oleico (AO) elevou a eficiéncia de
encapsulamento de glicose, pois a ligacdo dupla do AO confere maior mobilidade molecular,
preenchendo melhor os intersticios do arranjo cristalino do AE e resultando em particulas mais
estaveis (Ribeiro et al., 2012; Chambi et al., 2008). Resultado similar foi observado na
producdo de transportadores lipidicos nanoestruturados de propolis por emulsificacdo por
fusdo, ao usar monoestearato de glicerila (lipidio solido) e acido caprico (lipidio liquido)
(Elkhateeb et al., 2022). A presenca do lipidio liquido na matriz aumentou a capacidade de
carregamento da propolis, além de minimizar expulsdo do ativo durante o armazenamento.
Além disso, a escala nano aumentou cerca de 25 vezes a atividade antioxidante e 2x o efeito
antimicrobiano, quando comparado ao extrato de prépolis bruto no tempo zero.

Logo, a adi¢do de um lipidio liquido se mostra uma estratégia eficaz para amorfizacao
da matriz lipidica, aumentando as imperfeicGes na rede cristalina e, consequentemente,
elevando a eficiéncia de encapsulacdo (Soleimanian et al., 2018). Desta forma, visando
proporcionar beneficios terapéuticos ainda maiores, bem como aprimorar as caracteristicas de
entrega dessas particulas, torna-se interessante investigar outros tipos de dleos vegetais na
producédo de carreadores. Uma alternativa a essa demanda séo os 6leos extraidos da macauba,
que até o presente momento, ndo foi investigado nessa linha de aplicacéo.

2.3.2 Oleo de MacaUba

A macalba (Acromia aculeata) € uma palmeira oleaginosa altamente produtiva da
familia Arecaceae, nativa das regides tropicais da América Latina, com maior concentracdo no
sudeste e centro-oeste do Brasil (Silva et al., 2021). A macauba esta entre as espécies com
elevado rendimento de 6leo do mundo, extraido tanto da polpa quanto da améndoa, o que
desperta grande interesse na producdo de biodiesel e aplicacdes nos setores alimenticios,

farmacéutico e cosmético (Magalhées et al., 2020).
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A cultura de macauba se adapta a diversas condi¢cdes ambientais, apresentando boa
resisténcia a seca e temperatura subtropicais, 0o que favorece sua insercdo em sistemas
agroflorestais em regides subtropicais (Ampese et al., 2021). Ao contrério de outras palmeiras,
como o dendé, que exige clima tropical Umido e desperta preocupacbes quanto a
sustentabilidade do seu cultivo (Souza et al., 2020). A exploracdo econémica da macauba vem
evoluindo do extrativista para modelos mais estruturados. Nesse processo, politicas publicas
como a Lei Pro-Macauba do estado de Minas Gerais (Lei 19.485/2011) e o RenovaBio (Lei
Federal 13.576/2017) (Guerra et al., 2023). A lei 19.485 incentiva o cultivo, extragéo,
comercializacdo e transformacdo de palmeiras oleaginosas, promovendo manejo racional e
inclusdo de comunidades tradicionais, enquanto a Lei 13.576 € voltada para expansao
sustentavel de biocombustiveis na matriz energética nacional, que contribui para iniciativas de
cultivo e exploracdo mais integradas e sustentaveis.

O fruto da macalba permite a extragdo de 6leos tanto da polpa quanto da améndoa, e
ambos apresentam diferencas na composi¢cdo de acidos graxos e na distribuicdo de
triglicerideos. O 6leo da polpa é caracterizado pela predominancia de acidos graxos insaturados,
entre eles o acido oleico (C18:1, 53-65%), acido palmitico (C16:0, 13-19%) e acido linoleico
(C18:2, 8-18%) (Coimbra; Jorge, 2012; Lieb et al., 2019; Valério et al., 2019). Em contraste, 0
6leo da améndoa apresenta maior concentracdo de acidos graxos saturados de cadeia média,
como &cido laurico (C12:0, 38-59%) (Del Rio et al., 2016; Magalhées et al., 2020). A elevada
proporcao de acido laurico faz do 6leo da améndoa de macaudba, um forte concorrente de outras
fontes disponiveis no mercado, como 6leo de coco e palmiste (6leo de améndoa do dendé),
igualmente ricos nesse componente (Magalhdes et al., 2020). O dleo da polpa € amarelo-
alaranjado, rico em f-carotenos que contribui no controle da imunidade, pode ser consumida in
natura ou processada na forma de farinha, sorvete, bolos, biscoitos ou geleias (Gongalves et al.,
2021; Valeério et al., 2019).

O 6leo de macauba (polpa e améndoa) ja foi investigado, como carreador lipidico
nanoestruturado (CLN) em conjunto com palmitato de cetila (lipidio s6lido), na encapsulacdo
de avobenzona e octocrileno para melhorar as propriedades de filtros solares (Dario et al.,
2018). Nesse estudo, as CLNs foram desenvolvidas por homogeneizacdo da emulsdo em alta
pressdo e apresentaram tamanho médio de 106 — 128 nm e eficiéncia de carga superior a 80%.
Apesar dos diversos beneficios do 6leo de macalba, seu uso como material de parede na

encapsulacdo ainda possui muitas alternativas para serem exploradas.
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ARTIGO 1 - ENHANCING GREEN PROPOLIS STABILITY: INNOVATIVE LIPID
ENCAPSULATION VIA MELT EMULSIFICATION FOR THE FOOD INDUSTRY

Elaborado de acordo com as normas do periddico Food Research International

Abstract

Propolis is widely recognized for its health benefits, but its strong odor and intense flavor limit
acceptance. Encapsulation in lipid matrices combining different lipids, offers an effective
solution and broaden its application in functional foods. In this study, macauba pulp (MPO) and
kernel (MKO) oils were incorporated into a stearic acid (SA) matrix to encapsulate concentrated
green propolis extract (CPE) using melt emulsification technique. The microparticles were
characterized for morphological, chemical, physical, and thermal properties, encapsulation
efficiency (EE), antioxidant activity, and stability during storage. All treatments exhibited an
average EE of 66%, showing spherical or irregular shapes and defined B' crystals peaks, which
are ideal for lipid carriers. Although the incorporation of unsaturated lipids reduced the
crystallinity and melting temperature of microparticles, it remained above 50°C and solid fat
content (99%-73% at 45°C), indicating thermal stability. The FTIR analysis revealed no novel
interactions among the components, preserving the original SA structure. The total phenol
content (TPC) ranged from 7.10 to 4.25 mg GAE/g, and antioxidant activity ranged from 82.05
to 101.20 pumol TE/g. The retention of TPC was influenced by water activity (0.433 - 0.613)
and EE, with SA100 providing the best protection throughout storage. In conclusion, melt
emulsification technique with macauba oils as carriers for green propolis microparticle, shows
strong potential for functional food that undergo moderate heat treatments. Future studies
should optimize the bioactive/wall material ratio, surfactant concentration, and process
parameters to improve EE and storage stability.

Keywords: Structured Lipids; Encapsulation, melt-emulsification, stearic acid, macauba oil,

green propolis.
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1. Introduction

The growing demand for foods with nutritional benefits and immune health support has
driven the food industry to incorporate bioactive natural ingredients into products (Pereira et
al., 2024). Among these, propolis is substance rich in flavonoids, terpenes, and aromatic
compounds, which  confer antimicrobial, anti-inflammatory, antioxidant, and
immunomodulatory properties to the extract (Anjum et al., 2019; Irigoiti et al., 2021;
Magnavacca et al., 2022; Pellati et al., 2013). In Brazil, particularly in the southeastern region,
green propolis accounts for approximately 70% of national production, making it a highly

relevant product (Franchin et al., 2018).

In the pharmaceutical and cosmetic industries, products containing propolis are widely
marketed. However, the use of propolis in food applications remains limited due to its intense
aroma, bitter taste, and the presence of photosensitive compounds that can degrade under
processing conditions, reducing the absorption and bioactivity of polyphenols (lIrigoiti et al.,
2021). Furthermore, direct consumption of propolis extract results in low bioavailability, as
they may degrade in the acidic gastric environment, limiting their therapeutic effects (Boufadi
et al., 2018; Cutrim et al., 2019).

Microencapsulation has emerged as a promising strategy to overcome these limitations,
protecting bioactive compounds from adverse conditions while enhancing their stability and
controlled release (Mendez-Pfeiffer et al., 2021). In the literature, various microencapsulation
techniques have been investigated for propolis encapsulation, with the most relevant being
spray drying, coacervation, spray chilling, and melt emulsification (Irigoiti et al., 2021). Among
these methods, melt emulsification (ME) stands out for its simplicity and efficiency. It involves
dispersing a molten lipid phase containing the active compound into a heated aqueous phase
with surfactants under agitation, followed by cooling to solidify the lipid matrix and entrap the

bioactive compound(Fanselow et al., 2016; Lindner et al., 2018; Nandy et al., 2020).

Studies employing the melt emulsification technique for active compound encapsulation
have shown that surfactant concentration significantly influencing particle efficiency and size
(Carvalho et al., 2021; Nandy et al., 2020). The average microparticle diameter significantly
influences the products in which they are applied, as crystal size can directly impact sensory
properties (Figueiredo et al., 2023). Recently, interest has shifted towards structured lipid
carriers (SLC), which a binary mixture of solid and liquid lipids stabilized by a surfactant, that

modify the crystalline organization, resulting in more amorphous and stable particles during
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storage (Soleimanian et al., 2018). However, the choice of technique and carrier material
ultimately depends on the intended application (Ramli et al., 2021).

In the food industry, various food-grade or GRAS (Generally Recognized As Safe)
materials - such as oleic acid, stearic acid, waxes, or butters and emulsifiers - are employed to
produce SLCs (Tamjidi et al., 2014). The addition of unsaturated lipids modifies the crystalline
organization, favoring more amorphous structure and stable particles during storage, opening
opportunities to explore unconventional lipids source (Soleimanian et al., 2018). Carrier lipids
can solidify into different crystallization patterns during production, and X-ray diffraction can
be used to identify polymorphic changes in the crystalline and amorphous aspects (Oliveira et
al., 2023).

Macauba (Acromia aculeata) is a tropical America oil palm that produces fruits rich in
valuable fatty acids, with distinct compositions: pulp oil (PO) and the kernel oil (KO), both
with potential as alternatives to other commercial vegetable oils (Colombo et al., 2018; Lessa
etal., 2022; Magalhaes et al., 2020). Pulp oil have high content of unsaturated fatty acids (oleic,
palmitic and linoleic), and kernel oil is predominantly composed of saturated fatty acids, mainly
lauric, similar to those in coconut and palm kernel oils (Coimbra & Jorge, 2012; Del Rio et al.,
2016; Lieb et al., 2019; Magalhaes et al., 2020; Prates-Valério et al., 2019).

Despite the numerous benefits of macauba oil, its potential as a wall material for
encapsulation remains underexplored. The present study aimed to produce lipid microparticles
containing green propolis extract by melt emulsification, using stearic acid and different
proportions of macauba pulp and kernel oils as wall materials. The microparticles were
characterized for thermal behavior, polymorphism, and physicochemical properties. The
particles stability was investigated during storage at 25°C by phenolics and antioxidant activity

retention for 90 days.

2. Material and Methods
2.1 Materials

Green propolis resin produced in the southeastern region of Minas Gerais (Lavras and
S&o Jodo del Rei, MG, Brazil), stearic acid (Exodo Cientifica, SP, Brazil, melting point 64 +
1°C), oleic acid (Dindmica, SP, Brazil, melting point 8.2 + 1°C), macauba pulp oil (melting
point -10° = 1°C) and macauba kernel oil (melting point 20°C + 1°C) extracted by bold pressing
(Embrapa Agroenergia, DF). Tween 80 (Dinamica, SP). All other reagents used were of

analytical grade.
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2.2 Experimental Design

The study was conducted using a completely randomized design (CRD) and divided
into two phases. Initially, preliminary tests were carried out to evaluate the behavior of different
proportions of saturated and unsaturated lipids in the formation of microparticles. It was
observed that formulations containing more than 40% of unsaturated lipids - such as oleic acid,
macauba pulp oil (MPO), or macauba kernel oil (MKO) - did not form stable and solid particles
at room temperature (25° £ 2°C), resulting in soft structures with poor mechanical integrity.
Based on these observations, two ratios were defined for the experimental design: 80:20 and
60:40 (w/w) of stearic acid to unsaturated lipid. These proportions were selected to allow the
incorporation of functional liquid lipids while preserving the structural and thermal stability of
the microparticles. The formulations tested in this study are presented in Table 1. In the second
phase, the stability of the particles was evaluated over time by monitoring antioxidant activity
and total phenolic content at intervals of 0, 15, 30, 60, and 90 days. Crystallinity was measured
on day 0 and after 90 days. The concentration of propolis extract was maintained at a fixed level

of 25% (v/v) in the formulation.

Table 1: Formulations and treatment identifications using stearic acid (SA), oleic acid (OA),

macauba pulp oil (MPO) and macauba kernel oil (MKO), % m/m.

Tratament SA (%) OA (%) MKO (%) MPO (%)

SA100 100 - - -
SA80:0A20 80 20 - -
SA60:0A40 60 40 - -

SA80:MKO20 80 - 20 -
SA60:MKO40 60 - 40 -
SA80:MPO20 80 - - 20
SA60:MPO40 60 - - 40

2.3. Extraction of active compounds from propolis extract

The ethanolic extract of propolis was prepared following the methods described by
Cavalaro et al. (2019) and Gomes Sa et al. (2023), with modifications. Raw propolis was frozen
at -18°C for 24 h, then homogenized (10 min) in a blender (Philips Walita, 5000 R12242) to
reduce particle size and increase the surface area for extraction. Subsequently, 30 g of propolis
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was mixed with 100 mL of 80 % ethanol (v/v) and stirred (300 rpm) at room temperature (25
2°C) for 24 h, protected from light. The solution was then centrifuged at 3600 rpm for 15 min,
and the supernatant was concentrated under vacuum (Tecnal TE-395) at 60°C for 4 h, up to
40% of the initial volume. The concentrated propolis extract (CPE) was stored in a refrigerator

(5 £ 2°C) in amber glass bottles, protected from light, until further use.
2.4 Preparation of Microparticles by Melt Emulsification

Microparticles were produced using the melt emulsification (ME) technique, in which
the lipid material (10 g) was melted at 70°C in the proportions described in Table 1. After the
lipids were fully melted on the hot plate, 2.5 mL of CPE was added under magnetic stirring
(750 rpm) for 10 min. Separately, Tween 80 (0,5 g) was dissolved in 100 mL of water at 70°C.
The aqueous phase (water + tween 80) was poured into the lipid-active phase under constant
stirring (600 rpm) for 10 min (Fig. 1) to homogenize the emulsified system. The resulting
emulsion was cooled in an ice bath (5°C) with mechanical stirring (1000 rpm, 10 min) to solidify
the lipid particles. The microparticles were collected by vacuum filtration using 80 g/m? filter
paper (Unifil, Germany) and dried in a desiccator for three days (final moisture < 6%). The
resulting powders were stored at -18° + 2°C until further use.

Figure 1: lllustrative diagram of the microparticle preparation methodology.

Extraction Production of lipid microparticles
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\=J
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T [ =
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2.5 Microparticle Characterization
2.5.1 Physical properties
2.5.1.1 Surface Morphology

Surface morphology was analyzed using scanning electron microscopy (LEO EVO40
XVP, Carl Zeiss). Powdered samples were fixed on a double-sided carbon tape on aluminum
stubs. Subsequently, all samples were gold-coated to improve conductivity and examined under

an acceleration voltage of 15 kV with magnifications of 250x, 500x e 1000x
2.5.1.2 Average diameter and polydispersity index

The Brouckere mean diameter (Dys,3) and polydispersity index (Span) of the powdered
particles were determined using laser diffraction (Mastersizer 3000E, Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). For better particle dispersion, the samples (0.1 mg/mL) were pre-
dispersed in 60 mL of aqueous Tween 80 solution (0.5% w/v) under magnetic stirring (450 rpm,
10 min). Tween 80 was used to facilitate wetting and reduce agglomeration. The mixture was
then sonicated (Ultrasound Digital Sonifier, Model 450 — Branson Ultrasonics Corporation,
Brookfield, USA) at 40% amplitude (200W) for 1 min, using a probe (& 13 mm) immersed 24
mm into the liquid (Antonio et al., 2021). The dispersions were measured by dilution in the
water of the measurement cell, with an obscuration rate of 10%, and the size parameters were
calculated using the Fraunhofer approximation in triplicate. The mean particle diameter was
expressed by the volume-based median diameter (Dso), average particle size weighted by
volume (Diaz)) and particle size distribution width by Span, according to Egs (1) and (2),

respectively.

_ Xl )
Pa1 = Sasmo @)
Span = 20210 2)

Where, d; it the particle diameter (um), n; is the dimensionless number of particles
between two consecutive diameters. Span is the polydispersity index (PDI), and the variables
Dyy, and D,, are particle diameters (um) at 10%, 50% and 90% cumulative volume,

respectively.



54

2.5.2 Thermal analysis

The thermal behavior of the samples was determined by Differential Scanning
Calorimetry (DSC) using a modulated DSC 2920 thermal analyzer (TA Instruments, New
Castle, Delaware, USA). The samples (5-10 mg) were weighed in aluminum pans and heated
from 25 to 80 °C at a constant rate of 10 °C/min (Figueiredo et al., 2023; Sorita et al., 2021).
The graphs were generated using Origin software, allowing the evaluation of melting
temperature (Tm) and melting enthalpy (AHm) and the construction of the solid lipid content
(SLC) curve at 45 °C (Madureira et al., 2015; Magalhaes et al., 2020).

2.5.3 X-ray diffraction

The samples were analyzed using an X-ray diffractometer (XRD-6000, Shimadzu,
Kyoto, Japan) to evaluate the crystalline structure of the lipids, using a graphite crystal as a
monochromator with copper radiation (Cu-Ka) at 40 kV and 35 mA. Data were collected at
room temperature over a 26 angle range of 4 to 70°, with a scan speed of 1°/min (Jansen-Alves
et al., 2019; Sorita et al., 2021). XRD analysis was also performed to assess the aging process
of microparticles and to understand the lipid crystallization process (Okuro et al., 2013). The
graphs were generated using Origin 5.0 (Microcal Software, Inc., MA, USA), and the
crystallinity index (CI) was calculated as the ratio between the total area and the area of the

crystalline region.

2.5.4 Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)

FTIR analyses were performed on the base materials (concentrate propolis extract,
stearic acid, macauba kernel oil, macauba pulp oil, oleic acid) and the formed microparticles.
The analyses were conducted using a spectrometer (Jasco 4100, Tokyo, Japan) over a
wavenumber range of 400 to 4000 cm-1 (resolution of 4 cm-1 and 64 scans), with an attenuated
total reflectance (ATR) accessory at 45° using a zinc selenide crystal (Figueiredo et al., 2022;
Sorita et al., 2021).

2.5.5 Extraction of encapsulated compounds

The extraction of phenolic and antioxidant compounds from the formed microparticles

was performed according to Gomes Sa et al. (2023), with modifications. Initially, 0.5 g of
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microparticles were mixed with 20 mL of ethanol (80% v/v) in vortex stirring (1 min) and
heated in a water bath at 70°C for 10 min. The mixture was then cooled in a freezer for 1 h to
precipitate the lipid material, followed by centrifugation at 3600 rpm for 10 min at 5 °C (Thermo
Scientific, Megafuge 16R, USA). The supernatant was collected for the quantification of
phenolic compounds and the evaluation of antioxidant activity, while the sedimented fat was

discarded.

2.5.5.1 Determination of total phenolic compounds in microparticle

The supernatant obtained in section 2.5.5 was used to determine the total phenolic
content using the Folin-Ciocalteu colorimetric method, as described by Figueiredo et al. (2022),
Gomes Sa et al. (2023) e Jansen-Alves et al. (2019), with modifications. For the analysis, the
supernatant was diluted at a 1:3 ratio with distilled water, and 2 mL of this dilution was added
to 2.0 mL of Folin-Ciocalteu reagent (1:10) in a glass tube. After 5 min, 2.0 mL of sodium
carbonate (4 % wi/v) was added, and the mixture was left to stand in the dark for 1 h. The
absorbance was measured at 740 nm using a UNICO 2800UV/VIS spectrophotometer (United
Products & Instruments Inc., New Jersey, USA), and the quantification was performed using a
gallic acid standard curve (30 — 500 pg/mL, R2=0.998). The results were expressed as gallic
acid equivalents (mg GAE/qg).

2.5.5.2 Antioxidant activity

Antioxidant activity was assessed using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) free
radical scavenging method (Sigma-Aldrich, USA), as described by Jansen-Alves et al. (2019),
with modifications. The extract obtained in section 2.5.5 was pipetted (1 mL) into glass tubes
in triplicate, and 3.0 mL of ethanolic DPPH solution (0.3 mM) was added, followed by
homogenization. After 1 h in the dark at room temperature (25 + 2°C), the absorbance was
measured at 517 nm using a UNICO 2800UV/VIS spectrophotometer (United Products &
Instruments Inc., New Jersey, USA). Quantification was based on a calibration curve obtained
using Trolox (y = -0.0005x + 0.4564, R2 = 0.9978), and the results were expressed as pmol
Trolox/g of dry sample weight.
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2.5.6 Moisture content and water activity (aw)

Moisture content was determined using an infrared halogen moisture analyzer (13100,
Gehaka, Uberaba, Brazil), expressed as a percentage on a dry basis at 105°C, with an auto-dry
rate of 0.10 %/min. Water activity (aw) was measured using a dew point hygrometer (Aqualab
4TE - Decagon, Washington, USA) at 25 + 1°C.

2.5.7 Encapsulation efficiency

Encapsulation efficiency (EE) was determined by evaluating the total phenolic content
in the particles relative to the unencapsulated phenolics retained on the surface (Jansen-Alves
et al., 2019b). To determine the unencapsulated total phenolic compounds, 0.5 g of
microparticles was mixed with 20 mL of ethanol in a Falcon tube, vortexed for 1 min to wash
off the unencapsulated phenolic compounds and then centrifuged at 3600 rpm for 10 min at 25
°C (Gomes Sa et al., 2023; Jansen-Alves et al., 2019). After separation, 2 mL of the supernatant
was collected for total phenolic analysis as described in section 2.5.5. The remaining volume
(18 mL) was subjected to heating for the extraction of the encapsulated phenolics, as described
in section 2.5.5. The results were expressed as a percentage of total phenolic content and were
calculated according to Eq. (3), where TPC represent the total phenolics compounds and SPC

represents the surface phenolics compounds.

EE (%) =

(TPC=SPO) . 100 3)
TPC

2.5.8 Stability evaluation during storage

To evaluate the stability of the encapsulation systems in protecting the phenolic
compounds of propolis, the produced microparticles were stored in hermetically sealed glass
jars and placed in a BOD incubator (Tecnal TE-371) at 25 £ 2°C for 90 days. The monitored
parameters included antioxidant activity and total phenolic content.

2.5.8 Statistical analysis

The data obtained were analyzed using analysis of variance (ANOVA) and the Tukey
test at a 5% significance level, using free software SISVAR® 5.8 (Ferreira, 2011).
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3 Results and Discussion
3.1 Surface morphology and particle size of the microparticles

The micrographs revealed the samples containing propolis exhibited both spherical and
irregularly shaped particles (Fig 2). The same way, Nandy et al. (2020) also found non-uniform
particles prepared by melt dispersion The size and shape observed in particles surface
morphology could be attributed to the processing conditions, such as stirring speed and time,

cooling rate and surfactant concentration (Carvalho et al., 2021; Fanselow et al., 2016).

Figure 2: Micrographs of microparticles containing only stearic acid (SA) and the different
combinations of stearic acid with macauba oils at 500x magnification, along with images

showing the appearance of the obtained microparticles.

SA: stearic acid, OA: oleic acid, MKO: macauba kernel oil, MPO: macauba pulp oil.

The shear rate during stirring promotes droplet elongation and rupture, leading to

smaller microparticles after cooling (Nandy et al., 2020). Rapid cooling of the material can
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promote vitreous and disordered solidification precisely during this rupture process, which may
have contributed to the irregular or elongated microparticles observed. Moreover, accelerated
cooling and subsequent lipid solidification may encourage coalescence, preventing droplet
breakup and favoring aggregate formation, as the droplets instead of rupturing (Fanselow et al.,
2016). Another influencing factor is the addition of an emulsifier, which lowers droplet surface
tension, promoting more uniform particle sizes. (Carvalho et al., 2021), reported significant
aggregation when producing ascorbic acid particles with palmitic acid, stearic acid, oleic acid,
and linoleic acid as carriers without surfactant, hindering proper dispersion. Therefore, further
investigation into varying shear rates and surfactant concentrations may be necessary to

optimize lipid dispersion in the aqueous phase.

The D3], Span e Dsp values are presented in Table 2, where it can be observed that
different proportions of saturated and unsaturated lipids influence the characteristics of the

particles

Table 2: Size properties, melting temperature (Tm), melting enthalpy (AHm) and crystallinity
index (CI) of the microparticles.

Amostra 51 [;_‘:; Span Dso Tm (°C) A(ESI Cl (%)
SA100 71.00 2.72 51.40 61.85 25,52 58.15
SA80:0A20 54.30 4.88 27.80 57.32 12.55 46.15
SA60:0A40 68.90 2.32 55.00 52.20 10.46 28.91
SA80:MKO20 41.90 1.83 36.40 59.91 22,87 44.79
SA60:MKO40 99.40 1.68 86.40 55.56 14.48 28.88
SA80:MPO20 41.00 1.68 38.20 60.15 23.60 44.22
SA60:MPO40  139.00 3.35 87.70 55.74 7.64 30.98

SA: stearic acid, OA: oleic acid, MKO: macauba kernel oil, MPO: macauba pulp oil.

The particles produced with 20% macauba oil resulted in smaller particles with an
average volume (Dy,3;) of approximately 40,0 um and Dso values, which representes the median
particle diameter, were also comparatively lower. In contrast, formulation with 40% oil
exhibited signicantly higher Dso, corroborating the broader size distribution and higer (Dys,3)).
This shift in both median and volume-weighted diameters indicates that increasing the oil
content not only promotes particle growth but also favors the formation of larger aggregates,

likely due to delayed crystallization and coalescence phenomena. Macauba kernel oil has been



59

investigated as a structured lipid nanocarrier (SLN) for sunscreen, developed through high-
pressure homogenization of the emulsion had an average size of 106-128 nm and a loading
efficiency exceeding 80% (Procopio et al., 2018). Particle sizes ranging from 222.53 to 289.74
um, was observed by (Gomes Sa et al., 2023) in red propolis particles obtained by spray
chilling, where the larger sizes were unexpected and attributed to aggregation during laser

diffraction measurements.

The higher oil content in the stearic acid matrix may slow down and hinder the
recrystallization of particles, promoting their aggregation and coalescence, which results in
larger and more heterogeneous particles (Sagiri et al., 2015). The presence of unsaturated fatty
acids in lipid carriers produces imperfect crystals, improving lipid stability during storage (L.
C. da Silva et al., 2022). Therefore, incorporating these macauba oils into a stearic acid matrix

could lead to a less ordered crystalline arrangement, approaching an amorphous-like structure.

Another factor is that the polarity of the lipid, chain length, viscosity, and surfactant
concentration influence the average particle size and its distribution (Lauterbach & Miuller-
Goymann, 2015). More polar lipids, due to the concentration of hydroxyl groups, make it
difficult to stabilize the hydrophobic part of the surfactant. Additionally, lipids with lower
melting points remain in a liquid state for longer during cooling, extending the surfactant's
stabilization duration. As a result, the irregular accumulation of surfactants at the lipid interface
promotes the coalescence and aggregation of some particles due to a shortage of surfactants at
the interface or in the continuous phase (Helgason et al., 2008). Therefore, it is worthwhile to
consider evaluating new variables to optimize the formation of lipid microparticles using

macauba oils and stearic acid.
3.2 Thermal Analysis

The thermal properties of microparticles loaded with CPE are presented in Table 2
(represented by Tm and Hm values) and Fig. 3 (A) (melting thermograms), showing a single
melting peak (Tm) from 50°C to 62°C for all the treatments. The pure stearic acid formulation
(SA100) presented the highest melting temperature (61,85 °C) and enthalpy of fusion (25,52
J/s), indicating a more ordered crystalline structure that requires greater energy to transition into
the molten phase. The incorporation of 20% oleic acid or macauba oils cause a slight decrease
in melting temperature (ranging between 57,32 °C and 60,15 °C), while a more pronounced
reduction observed for SA60:0A40 (52,20°C) due to its higher unsaturation level.
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Figure 3: (A) Melting thermograms of the produced microparticles; (B) Solid fat content of

microparticles with different concentrations of OA, MKO, and MPO.
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Increasing the oil proportion to 40% (SA60:MKO40 and SA60:MPO40) further
decreased the melting temperature and led to broader melting endotherms, suggesting that
higher content of unsaturated lipids disrupt the crystalline order and increased imperfections in
the matrix (Oriani et al., 2016). These lattice defects lower the melting energy of the carriers,
delaying the recrystallization of the solid lipid during the cooling process, which can lead to

aggregation and larger particle sizes, as observed in this study (Wang et al., 2014).

This trend is further confirmed by the enthalpy of fusion (AHm) values, which also
decreased with higher proportions of unsaturated lipids, ranging from 12.55 J/s (SA80:0A20)
to 23.60 J/s (SA80:MPO20) with 20% lipid incorporation, and decreasing further to 7.64 J/s in
SA60:MPO40 when 40% of unsaturated lipids were used. Since AHm is directly related to the
balance between solid and liquid lipids, these findings align with the expected behavior of
structured lipid systems, where increased unsaturation promotes a less structured crystalline
matrix, ultimately leading to lower thermal stability (Figueiredo et al., 2023).

The solid fat content (SFC) provides a good indication of the overall behavior of a lipid
and its mixtures by showing the percentage of fat present in solid form at a given temperature
(Morselli Ribeiro et al., 2012). In Fig. 4 (B), it is observed that the SFC curves show a sharp
decline between 55°C and 65°C, with complete melting at 70°C. At 45°C, the highest SFC was
observed for SA100 (99%), followed by SA80:MKO20 (98,7%) and SA80:MPO20 (97,2%),
while lowest values were recorded for SA60:0A40 (73,5%), which tend to melt more easily.
These findings indicate that formulations containing higher proportions of solid (SA100 and
SA80:MKO20) maintain a more structured crystalline matrix, suggesting more thermal stability
for applications in food products that require moderate heat treatments, such as yogurt or similar
emulsified matrices (Gruskiene et al., 2021; L. C. da Silva et al., 2022). Additionally, the
melting profile observed is also suitable for supporting body temperature (36 — 37.5°C), for
maintaining the physical structure after oral administration and effective transport of bioactive
compounds (Fadini et al., 2021; M. P. Silva et al., 2019).

3.3 Xray diffraction (DRX)

The generated diffractograms are presented in Fig. 4, where all treatments showed
similar diffraction patterns, with two main peaks around 26 = 21.4° and 20 = 23.6° These
reflections indicate that the crystalline structure of SA was maintained (Kumar et al., 2020),
aligns with characteristic peaks previously described by Alencar et al. (2023) and Dantas et al.
(2018).
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The distinct physical properties of each polymorphic form make understanding
polymorphic behavior essential for applying these products in food systems (Lopes et al., 2015).
According to Sagiri et al. (2015) the Bragg angles observed at 20 = 21.4° and 26 = 23.6° for SA
correspond to average crystallite sizes of approximately 4.1A and 3.7A. Crystals characterized
by two strong diffraction lines with lattice spacings of 4.0 — 3.7 A are classified as p'
polymorphs (Sato, 2001). The ' polymorphic form is considered ideal for lipid carriers in food
applications, as it provides balance between stability and functional performance, for being
small and soft contributing to a more homogeneous texture without adversely affecting sensory
properties (Fadini et al., 2021; Gomes et al., 2022; Paucar et al., 2016). This is consistent with
the XRD diffractogram results for carnauba wax with olive oil (Su et al., 2022) and stearic acid
with candelilla wax/peanut oil (Chaturvedi et al., 2023). Additionally, this crystalline structure
corresponds to a geometric arrangement associated with the ease of incorporating active
compounds due to numerous lattice defects (Procopio et al., 2018).

Figure 4: (A) X-ray diffraction patterns of the lipid microparticles and (B) Main peaks between
200 e 25°.
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Legend: SA: stearic acid, OA: oleic acid, MKO: macauba kernel oil, MPO: macauba pulp oil.

When analyzing the crystallinity index (CI) (Table 2) a higher concentration of
unsaturated lipids leads to a decrease in peak intensity and CI values, as was observed to the
treatments SA40:0A40 (28,91) and SA60:MKO40 (28,88) when compared to SA100 (58,15).
This reduction suggests that these systems require less energy for phase transition, as observed
by lower melting enthalpy (AHm) in DSC results. The double bonds in unsaturated molecules,

arranged in a cis configuration, create a bent conformation that disrupts the molecular
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organization of SA during nucleation and crystal growth, results in a disordered structure,
reducing peak intensity (Mdller et al., 2002; Oriani et al., 2016; Sagiri et al., 2015). This
structural disorder can enhance encapsulation efficiency of bioactive, as a less crystalline matrix

reduces the bioactive rejection during the solidification process (Nahum & Domb, 2021).

The findings align with previous studies, for example, Liu & Wu (2010) reported a
similar decrease in crystallinity after adding corn oil to glyceryl palmitostearate for lutein
encapsulation, while Pinho & Silva (2013) observed changes in the original crystalline
arrangement upon incorporating 10% cupuacu butter into SA matrices. A higher amount of
liquid oil contributes to a more uniform and glossier surface, as well as a smoother texture,
potentially improving the functional and sensory characteristics of the lipid-based
microparticles (Figueiredo et al., 2023).

Overall, the XRD results indicate that the microparticles retained a stable f'
polymorphic structure, even after incorporating unsaturated lipids. This polymorphic stability
suggests that the particles will maintain their structural integrity over time, preventing undesired
polymorphic transitions that could affect their functionality. However, formulations with lower
ClI values and increased lipid disorder (SA60:0A40 and SA60:MPO40) may be more prone to
physical changes over prolonged storage or under certain thermal conditions. Further studies
evaluating long-term stability and polymorphic transitions under different storage conditions

could provide additional insights into the structural robustness of these microparticles.

3.4 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The ATR-FTIR spectra of the samples are shown in Fig. 5. In general, the spectra are
quite similar and exhibit characteristic peaks of functional groups common to stearic acid and

macauba oils.
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Figure 5: FTIR spectra of concentrated propolis extract (CPE), stearic acid (SA), macauba pulp
oil (MPO) and kernel oil (MKO), and microparticles produced in different treatments.
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Legend: CPE: concentrated propolis extract, SA: stearic acid, OA: oleic acid, MKO: macauba kernel oil, MPO:
macauba pulp oil.

In the propolis spectrum, characteristic bands can be observed at 3430 cm™ which are
related to the stretching vibrations of OH groups in alcohols and phenolic groups (Shahab-
Navaei & Asoodeh, 2023). Encapsulation of different types of propolis were investigated by
Andrade et al. (2018) by spray drying and found that the bands at 1515 cm™ to 1683 cm*
correspond to specific compounds in propolis extracts. The band at 1630 cm™, characteristic of
C=0 and C=C stretching in aromatic compounds, which correlates with some antioxidant
compounds (probably flavonoids) (Andrade et al., 2018). The bands from 1084 to 1045 cm™
correspond to ether, ester, alcohol, and carboxylic acid groups, which are related to the presence

of polyphenols in propolis (Ligarda-Samanez et al., 2023). In the microcapsule spectra, the
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polyphenol bands were less evident, possibly masked by the SA peaks, suggesting that the lipid
carriers formed an external matrix surrounding the encapsulated propolis (Soleimanian et al.,
2018).

In the macauba oil spectra, the band at 3005 cm™, which appears in the pulp oil but is
less intensity in the kernel oil, can be attributed to CH stretching vibration typical of unsaturated

fatty acids (Del Rio et al., 2016). Another characteristic band appears at 1740 cm ™, attributed

to the presence of carboxylic acids in triglycerides, which was more evident in samples
containing macauba oils (Figueiredo et al., 2022; Oriani et al., 2016). The peak around 1155
cm® and its band at 1237 cm™ are fingerprints of single bond stretching of C-O in long-chain
fatty acids (Zhang et al., 2013).

The FTIR spectra confirmed the structural integrity of the lipid carriers, with no
evidence of new chemical bonds formed between the propolis extract and the lipid matrix,
indicating a physical mixture rather than a chemical interaction. This same conclusion was
found in the encapsulation of ginger oleoresin in a matrix of stearic acid and oleic acid (Oriani
etal., 2016).

3.5 Encapsulation Efficiency, Total Phenolics and Antioxidant Activity

The encapsulation efficiency (EE) of the microparticle was calculated based on the
surface and encapsulated polyphenol content (Table 3). The EE values ranged from 68,80%
(SA60:MKO040) to 62,83% (SA100), with no significant differences observed among
treatments, averaging 66.33%. Although the differences were not statistically significant, a
slight trend was observed, where formulations containing unsaturated lipids contributed to

enhance polyphenol retention when compared to those containing only stearic acid (SA100).

Table 3: Physicochemical propertis of lipid microparticles by melt emulsification.

Antioxidant

Activity Total Moi W -
Sample EE (%) Phenolics O(IJStu re ater activity
(umol (mg AG/g) (%0) (aw)
Trolox/g) g ALl
SA100 62.83+0.058  82.05+0.02°  7.10+ 1.292 0.41+0.058 0.469 + 0.007%°

SAB80:0A20 68.00+ 0.06° 97.59+0.03% 5.45+0.03°¢ 0.55+0.03% 0.448 + 0.005%°
SA60:0A40 63.07+0.04° 101.20+0.07®° 6.35+0.07*"  0.54+0.09* 0.587 + 0.021°
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SA80:MKO20 68.16+0.04* 87.85+0.03° 523+0.05>¢ 0.50+0.16* 0.436 + 0.004°
SAB0:MKO40 68.80+0.06% 98.77+0.02® 6.14+0.27*  0.41+0.02¢ 0.433 +0.015°
SA80:MPO20 68.08+0.04* 91.82+0.03° 4.25+0.10° 0.55+0.012 0.480 + 0.003"
SA60:MPO40 65,42+ 0.117 82.18+0.06° 5.12+0.40°¢ 0.53+0.13* 0.618 + 0.006°

SA: stearic acid, OA: oleic acid, MKO: macauba kernel oil, MPO: macauba pulp oil. Means followed by the same
letter do not differ significantly between themselves at a 5% probability level.

The presence of unsaturated lipids, particularly in SA60:MKO40 and SA80:0A20, may
have increased molecular flexibility, allowing for better entrapment of polyphenols within the
lipid matrix. However, this effect was not consistent across all treatments, indicating that
encapsulation efficiency can be influenced by various factors, including lipid crystallinity,
solubility of the active compounds, interactions between materials, the encapsulating agent, the
liquid-to-solid lipid ratio, and the encapsulation method employed (Soleimanian et al., 2018).

The total phenolic content (TPC) and antioxidant activity (AA) were evaluated to assess
the retention and functionality of bioactive compounds after encapsulation. TPC values ranged
from 7.10 mg GAE/g (SA100) to 4.25 mg GAE/g (SA80:MPO20) (Table 3). These values are
comparable to those founds in the literature, where TPC values varied between 9 and 17 mg
GAE/g for red propolis encapsulated by spray chilling (Gomes Sa et al., 2023) and between
1.76 and 6.13 mg GAE/qg for peruvian propolis encapsulated by spray drying (Ligarda-Samanez
etal., 2023).

The highest TPC observed in SA100, but the lowest EE%, which suggests that a
significant portion of the polyphenols remained on the particle surface. This effect is consistent
with its higher enthalpy, indicating a more crystalline and rigid structure that likely limited the
diffusion and polyphenols retention. Variations in TPC depend not only on the propolis extract
type but also on the encapsulation method and wall material used (Soleimanian et al., 2018).

According to Suran et al. (2021), the presence of polyphenols with hydrophilic behavior
(higher concentration of hydroxyl groups) or more lipophilic characteristics (fewer hydroxyl
groups and longer alkyl chains) can affect the disposition of polyphenols at the oil phase
interface and the hydrophilic portions of the surfactant (Pimentel-Moral et al., 2018).
Polyphenols with greater solubility in the lipid medium may migrate to the still unsolidified
outer layer during the cooling process (Kim et al., 2022). Therefore, since water is used as the

dispersion medium in the melt emulsification encapsulation process, more hydrophilic phenolic
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compounds may migrate to the aqueous phase, decreasing their concentration in the

microparticles.

The AA varied between 82.05 umol TE/g (SA100) and 101.20 upmol TE/g
(SA60:0A40). Notably, SA60:0A40 exhibited the highest AA, despite not having the highest
TPC. This indicates that the antioxidant capacity of the microparticles is not solely dependent
on the total amount of phenolics retained but also on the chemical nature and bioavailability of
the encapsulated compounds (Ligarda-Samanez et al., 2023). One possible explanation is that
the greater proportion of liquid oil facilitated a more homogeneous distribution of polyphenols
within the matrix, contributing to enhance their accessibility for radical scavenging and higher
AA values (Suran et al., 2021).

In summary, the relationship between TPC and AA suggests that the antioxidant
potential of the microparticles is not solely dependent on the total amount of phenolics
encapsulated but also on their structural organization within the lipid matrix. Future studies
should focus on analyzing the diffusion dynamics of polyphenols during the solidification
process and the role of lipid composition in enhancing encapsulation efficiency and antioxidant

retention.

3.6 Moisture Content and Water Activity (aw)

In this study, moisture content remained below 1%, while ay ranged from 0.433
(SA60:MK040) to 0.613 (SA60:MPO40) (Table 3). Even the sample with the highest aw value
(SA60:MPO40) can be considered safe, as bacteria and fungi typically require moisture content
above 6% and aw greater than 0.7 for growth (Tapia et al., 2020). Gomes de Sa et al. (2023)
reported lower moisture content values (2.65-3.49) compared to aw (0.446 — 0.470) in lipid
particles, in contrast to particles obtained by spray drying, which was explained by the high
hydrophobicity of the lipid which limits water retention in the microparticle. Mazzocato et al.,
(2019) evaluated the stability of solid lipid microparticles containing encapsulated and free
vitamin B12, and despite the loss of active compound over 120 days, the encapsulated vitamin

remained more stable under storage conditions at 25°C.
3.7 Evaluation of stability during storage

To consider the application of microparticles loaded with propolis extract in food and/or
pharmaceutical products, it is important to ensure the functionality and stability of the bioactive
compounds during storage. In this context, antioxidant activity and total phenolic content were
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evaluated over 90 days of storage and used as stability indices for the powders, as shown in Fig.
6.

Figure 6: Variation in the retention of antioxidant activity (A), total phenolic content (B), and

crystallinity index (C) of the microparticles during 90 days of storage at 25°C.
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When assessing the stability of phenolic compounds (Fig. 6B) in propolis extract and
the microparticles containing the extract under 25°C conditions, all samples effectively
protected the propolis polyphenols compared to the pure extract. After 90 days, all treatments
stabilized around 40% of total phenolics, while the extract (CPE) experienced a sharp decline,
reaching nearly zero. The SA100 treatment showed better retention of total phenolics, which
can be attributed to the oxidative behavior of unsaturated lipids and the presence of free water

molecules of other treatments.

Formulations with higher proportions of unsaturated lipids (SA60:MKO40,
SA60:MPO40 and SA60:0A40) exhibited significantly higher aw values, as discus previously,
because unsaturated lipids reduce the rigidity crystalline network, favoring free water molecules
within the microparticles. Free water can facilitate oxidation reactions by providing a medium
for free radicals to interact with unsaturated lipids, accelerating lipid autoxidation reactions and
degradation of propolis phenolic compounds and reduce their presence in the matrix (Karel,
1980; Mazzocato et al., 2019; Musakhanian et al., 2022). Additionally, low encapsulation
efficiency also influences the stability of the active compound, favoring its oxidation during
storage due to the presence of unprotected material on the surface of the microparticles (L. S.
Pinho et al., 2022; M. P. Silva et al., 2019).

Regarding antioxidant activity (AA), the samples with 40% MKO and MPO showed a
trend of maintaining AA, but not necessarily the best retention of phenolics. According to
(Wenhua et al., 2007), although unsaturated lipids are more prone to oxidation, they can act as
secondary antioxidants, where the products generated may interact with other antioxidant
compounds, such as phenolics, slowing down the decrease in AA. From a reaction mechanism
perspective, the DPPH assay provides information about the reduction potentials of the
compounds and may also involve reactions unrelated to phenolics, such as dimerization or
polymerization (Kristinova et al., 2009).

(Gomes Sa et al., 2023) encapsulated red propolis using spray chilling and reported that
total phenolics and antioxidant activity (ABTS and FRAP) in the microparticles remained
constant over 60 and 105 days, respectively. Silva et al. (2013), observed that green propolis
microparticles obtained by spray drying with a higher proportion of wall material provided
better protection of the compounds over 180 days, which was related to high encapsulation

efficiency and low propolis content on the surface.

Pelissari et al. (2016) produced lycopene particles by spray chilling and found that

storage conditions without oxygen and at low temperatures favored the stability of the
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compounds. Additionally, they reported that increasing lycopene concentration negatively
affected the protection of the compound over 90 days, indicating that many molecules may have
remained unprotected on the surface of the particles, making them more susceptible to

oxidation.

Regarding crystallinity, all samples showed little or no variation in crystalline
percentage (<2.50%) over the 90 days of storage. The formation of lipid crystals begins with
the nucleation process, where crystals are organized in an orderly manner and continue until
the entire mass solidifies or encounters physical resistance (Sagiri et al., 2015). Therefore, the
presence of other substances in the matrix can cause structural incompatibilities with the
original crystallographic orientation, leading to the splitting and branching of growing crystals
(Rogers et al., 2009).

The addition of extract or unsaturated lipids to the SA matrix effectively inhibited this
nucleation process, contributing to the stability of the wall material and minimizing the
expulsion of active compounds. This behavior is consistent with studies that reported the
influence of unsaturated lipids, such as sesame oil and soybean oil in stearic acid, preserving
the disordered structure of the crystals (Sagiri et al., 2015). Microparticles formulated with
100% hydrogenated fat and fish oil did not exhibit significant changes in crystalline habit during
120 days of storage, indicating the stability of B’ crystals over time (Fadini et al., 2021). Overall,
the use of stearic acid combined with macauba oils demonstrated stability for phenolic
compounds and antioxidant activity, particularly in the SA100 formulation. However, the
reduction in encapsulation efficiency and the increase in unsaturated lipid content suggest the
need to optimize the bioactive-to-wall material ratio and surfactant concentration to enhance
long-term stability.
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4 Conclusion

The melt emulsification (ME) technique proved an effective method for encapsulating
the polyphenols of green propolis, offering a promising alternative for protection and improving
its applicability in food applications. The incorporation of macauba oil introduced a notable
innovation to the stearic acid system, resulting in spherical microparticles, with a single melting
peak between 50-62°C, ensuring solid stability at room temperature. The higher crystallinity of
SA100 difficult encapsulation efficiency with a significant portion of phenolics remained on
the surface rather than being fully incorporated into the lipid matrix. The SA60:MPO40 and
SA60:MKO40 treatments demonstrated greater retention of antioxidant activity during storage,
but not necessarily the best retention of total phenolics content (TPC). The water activity
suggest that liquid lipids increased free water mobility, and may have implications for oxidative
stability. Given these findings, further research should evaluate long-term storage conditions,
such as temperature and humidity, along with process variables, aiming to optimize
encapsulation efficiency. Moreover, investigate bioavailability in real food matrices, and
optimize lipid composition and processing conditions to improve bioactive retention. Overall,
this study underscores the effectiveness of melt emulsification for green propolis polyphenol
microencapsulation and sets the stage for future innovations in bioactive delivery systems.
Refining these techniques could enhance the stability and efficacy of encapsulated compounds,

expanding their applicability and impact.
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ARTIGO 2 - APLICACAO DE OLEOS DE MACAUBA COMO MATRIZ LIPIDICA
NO PROCESSO DE ENCAPSULACAO DE EXTRATO DE PROPOLIS VERDE POR
SPRAY CHILLING

Artigo formatado de acordo com a NBR 6022 (ABNT, 2018)

RESUMO

O extrato de prépolis é reconhecido por suas propriedades antioxidantes e imunomoduladoras
benéficas ao organismo, porém seu odor e sabor dificultam sua aplicacdo. Logo, a
microencapsulacdo tem-se mostrado uma estratégia promissora para protecdo e liberacdo
controlada de compostos bioativos. Neste estudo, avaliou-se a encapsulacdo do extrato de
prépolis verde utilizando acido estearico (AE) com dleos da polpa e améndoa da macatba como
matriz pela técnica de spray chilling. O AE demonstrou eficacia como material de parede,
enquanto a adigdo dos 6leos de macauba manteve a eficiéncia de encapsulacdo em torno de
65%, sem formacao de novas ligagdes quimicas. As analises termicas indicaram que a adi¢ao
de 6leos insaturados reduziu a temperatura de fusdo dos lipidios, mas permanecendo estavel a
temperatura ambiente. Os ensaios de liberacéo in vitro, mostraram que a presenca de 40% de
6leo de macauba diminuiu a organizacdo cristalina do AE e favoreceu uma maior entrega dos
ativos no intestino. Em termos de estabilidade, as microparticulas contendo éleos de macalba
mantiveram entre 39% e 49% da atividade antioxidante e teor de fenolicos apds 90 dias, ao
passo que o extrato puro (ndo encapsulado) reteve apenas 5,25% dos fendlicos. Portanto, a
presenca de 6leos da macauba demonstraram eficdcia na entrega dos compostos bioativos no
organismo e maior estabilidade e retencdo dos fendlicos durante o armazenamento. Esses
resultados destacam o potencial na utilizacdo de lipidios ndo convencionais na encapsulacdo
como estratégia para preservar a funcionalidade dos compostos da propolis, apontando
aplicacGes promissoras em alimentos e produtos farmacéuticos.

Palavras-chave: encapsulacdo; propolis verde; 6leo de macalba; spray chilling.
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1 INTRODUCAO

O extrato de prdpolis verde é reconhecido mundialmente por suas propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias, conferindo-lhe amplo potencial de
aplicacdo nas industrias farmacéuticas, cosmetica e alimenticia (Cutrim et al., 2019). Além
disso, sua composicéo é rica em flavonoides, acidos fendlicos e terpenos, que demonstram um
potencial significativo na mitigacdo de respostas inflamatorias e na protecdo contra o estresse
oxidativo do organismo (Necip etal., 2024; Ripari et al., 2021; Scorza et al., 2020). No entanto,
seu sabor amargo e aroma intenso, além da suscetibilidade a degradacdo que reduz sua
biodisponibilidade, limitam a aplicacéo do extrato na indUstria alimenticia (Alencar et al., 2023;
Jansen-Alves et al., 2023). Dito isto, se faz necessario o desenvolvimento de novas estratégias
que protejam a propolis durante o processo de digestdo, assegurando a manutencdo de suas
atividades funcionais (Cea-Pavez et al., 2024, Conte et al., 2022; Vieira et al., 2023).

Nos ultimos anos, o interesse na microencapsulagdo de compostos bioativos, como
polifenois, tem crescido significativamente devido ao crescente interesse em produtos
funcionais e suplementos nutracéuticos (Cutrim et al., 2019; Spanidi et al., 2021). Diversas
técnicas de encapsulacdo ja foram citadas na literatura, destacando-se o spray chilling, que
envolve o aprisionamento do composto ativo em matriz lipidica. O uso de material lipidico tem
se mostrado promissor devido a biocompatibilidade e a capacidade de modular a cinética de
liberacdo (Cutrim et al., 2019). Além disso, essa técnica também pode ser facilmente
escalonada industrialmente, apresentando boa eficiéncia de encapsulamento e alta
produtividade (Figueiredo et al., 2022).

O principio da técnica se baseia na solidificacdo do lipidio fundido, ou de suas misturas,
por meio da pulverizagcdo em uma camara de resfriamento, e consequentemente aprisionamento
do ativo na matriz (Figueiredo et al., 2022). Portanto, parametros como a temperatura de fusdo
do material de parede (ideal entre 45 — 75 °C), taxa de resfriamento e a composic¢ao da matriz
lipidica sdo fundamentais para assegurar a formacdo de particulas sélidas estaveis, baixa taxa
de adeséo, boa fluidez e alta eficiéncia (Consoli et al., 2016). Lipidios com alto ponto de fuséo
(>70 °C) podem levar ao entupimento do bico atomizador, aléem da degradacdo térmica dos
ingredientes ativos na etapa de fusao do lipidio (Figueiredo et al., 2022).

O é&cido estearico (AE), por exemplo, é um acido graxo saturado de cadeia longa, cujo
ponto de fusdo € proximo de 65 °C-67 °C e compativel com diversos compostos bioativos o
torna amplamente empregado na encapsulacdo (Pudney et al., 2009). Contudo, a presenca de

apenas um lipidio constituido por moléculas semelhantes favorece a transicdo polimdrfica dos
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cristais para um sistema cada vez mais ordenado, diminuindo a disponibilidade de espaco vazio,
e consequente expulsdo do material ativo (Morselli Ribeiro et al., 2012; Tamjidi et al., 2014).
Logo, uma estratégia é a incorporacdo de lipidios com menor ponto de fusdo para diminuir o
indice de cristalinidade e retardar as transi¢cbes polimdrficas ao longo do armazenamento, e
ainda aumentar a eficiéncia e estabilidade das particulas (Sartori et al., 2015).

Dito isto, a mistura de lipideos ndo convencionais, podem produzir sistemas de interesse
relevante, como por exemplo os 6leos da macauba (Acrocomia aculeata), extraidos de uma
palmeira nativa da América Central e do Sul. A macalba apresenta alta produtividade em
biomas mais secos, como o cerrado, que ocupa 23% do territorio brasileiro, e pode produzir dez
vezes mais 6leo por hectare do que a soja (principal fonte de 6leo comestivel e biocombustivel)
(Nunes et al., 2015). Os 6leos da polpa (OMP) e da améndoa (OMA) de macalba apresentam
caracteristicas diferentes: a polpa apresenta coloracdo amarelada e 4&cidos graxos
monoinsaturados, particularmente &cido oleico (C18H3402 - 70-80%), semelhante a
composicao do azeite (acido oleico - 55-83%) (Costa et al., 2020; Lescano et al., 2015). O oleo
da améndoa (OMA) apresenta coloracdo esbranquicada e é rico em acidos graxos saturados de
cadeia media, principalmente acido laurico (C12H2402 - 50-60%), semelhante ao 6leo de coco
(45-50%) e uma fonte valiosa para uso farmacéutico e cosmetico (Ampese et al., 2021).

Em vista dos argumentos apresentados, o presente estudo teve como objetivo investigar
a utilizacdo do AE e sua mistura com OMP e OMA como matrizes lipidicas para encapsular os
polifendis da propolis verde, utilizando a técnica de spray chilling. As microparticulas foram
caracterizadas quanto a morfologia, propriedades fisico-quimicas e térmicas, eficiéncia de
encapsulamento dos polifenois, liberacdo gastrointestinal in vitro, atividade antioxidante e
estabilidade ao longo do armazenamento. Assim, o trabalho contribui para desenvolver novos
sistemas carreadores alternativos para entrega de bioativos, como a propolis verde, por
exemplo, a0 mesmo tempo em que se agrega valor a uma fonte lipidica regional de grande

potencial de aplicagéo em diferentes setores.
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2 MATERIAL E METODO

A resina de prépolis verde obtida na regido de Sao Jodo del Re (Minas Gerais, Brasil),
colhida em 2023, foi utilizada para obtencdo do extrato hidroalcodlico (30% m/v). Oleo da
polpa (MPO) e améndoa da macauba (MKO), fornecidos pela Embrapa Agroenergia (Brasilia,
DF; registro SISGEN n° AC3A7C5). Acido esteérico (Exodo Cientifica, Brasil) e emulsificante
poliglicerol poliricinoleato (Grinsted® PGPR Super, HLB ~ 3,0, Danisco Brasil Ltda, Cotia,

SP), foram utilizados na formulacéo das particulas lipidicas encapsulantes.

2.1 Desenho experimental

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) e dividido em
duas fases. Em testes preliminares, verificou-se que concentracdes de 6leo de macalba, na
formulacdo dos sistemas lipidicos, acima de 50% néo permitiu obter particulas solidas e estaveis
a temperatura ambiente (~25 °C) pela técnica do spray chilling. Portanto, a concentracdo de
6leos utilizada ndo ultrapassou 40%, e cada tratamento foi conduzido conforme descrito na
Tabela 1. Todos os tratamentos tiveram a concentracdo de prépolis e emulsificante fixas em

15% (v/v) e 2% (m/v), respectivamente.

Tabela 1 - Formulagdes das microparticulas com acido estearico (SA), 6leo da polpa da
macalba (MPQO) e Oleo da améndoa da macaiba (MKO) na proporcdo

massa/massa.
Tratamento SA (% m/m) MPO (% m/m) | MKO (% m/m)
SA100 100 0 0
SA80:MPO20 80 20 0
SA80:MKO20 80 0 20
SA60:MPO40 60 40 0
SA60:MKO040 60 0 40
Legenda: SA: cido estearico; MPO: oleo da polpa de macalba; MKO: éleo da améndoa
de macauba.

Fonte: Da autora (2025)
2.2 Preparo do extrato de propolis verde

A extracdo da propolis foi feita conforme metodologia descrita por Cavalaro et al.
(2019) e Gomes Sa et al. (2023) com algumas modificagcbes. A resina de prépolis congelada (-
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18 °C) foi triturada em liquidificador para reducdo do tamanho e aumento da superficie de
contato com o solvente. Em seguida, o p6 (30 g) foi misturado com 100 mL de solugéo de etanol
80% v/v. O sistema foi mantido em agitacdo magnética por 24 h a 25 + 2 °C e protegido da luz.
Apobs a extragdo dos compostos, a solugdo foi centrifugada a 3600 rpm por 15 min e o
sobrenadante foi recolhido para posterior concentracdo em estufa (Tecnal — TE 395, Piracicaba,
SP) a vacuo a 65 °C por 4 h, obtendo 60% do volume inicial. Finalizado o processo, o extrato
de prépolis concentrado (EPC) foi armazenado na geladeira em vidro @mbar e ao abrigo da luz,

para posterior utilizacéo.

2.3 Preparacao das microparticulas por spray chilling

As diferentes formulacgdes dos lipideos foram pesadas (100 g) e aquecidas a 70 °C, para
garantir a fusdo completa, e em seguida adicionado emulsificante PGPR (0,5% m/m). Em
sequida, foi adicionado 15 mL do EPC na mistura lipidica fundida, sob agitacdo magnética
constante (5 min) para mistura dos compostos. As microparticulas foram obtidas usando spray
chilling (MDS 1.0, Labmaq do Brasil, Riberdo Preto, SP), onde a emulsdo foi colocada em um
alimentador por gravidade aquecido a 85 °C (Figura 1) e atomizada sob condi¢des de operacao
de: vazdo do ar (35 L/min) e temperatura do ar de entrada e saida de 1 °C e 12 °C,
respectivamente (Figueiredo et al., 2023). Ao final de cada batelada, o p6 resultante foi
acondicionado em frascos plasticos e mantido congelado (-18 + 2°) até a realizacdo das analises
(Jansen-Alves et al., 2019).
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Figura 1 - Resumo esquemaético da producdo de microparticulas lipidicas com extrato de
propolis e acido estearico e 6leos da polpa e améndoa da macauba.
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Fonte: Da autora (2025)

2.4 Caracterizagéo das microparticulas em po

2.4.1 Propriedades fisicas

2.4.1.1 Morfologia das microparticulas

A morfologia das microparticulas foi examinada por microscopia eletronica de
varredura (LEO EVO40 XVP, Carl Zeiss). Uma pequena quantidade da amostra em p6 foi
espalhada sob uma fita de carbono dupla face e aderida em stub de aluminio. Posteriormente,
todas as amostras receberam banho de ouro para melhorar a condutividade das amostras e

examinadas sob voltagem de aceleragédo de 15 kV e ampliagéo de 500x, 1000x e 2000x.
2.4.1.2 Teor de umidade e atividade de agua (aw)
O teor de umidade foi determinado usando um analisador de umidade de halogénio

infravermelho (13100, Gehaka, Uberaba, Brasil), expresso como uma porcentagem em base

seca a 105°C, com uma taxa de secagem automatica de 0,10%/min. A atividade de agua (aw)
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foi medida usando um higrémetro de ponto de orvalho (Aqualab 4TE - Decagon, Washington,
EUA)a 25+ 1°C.

2.4.1.3 Diametro médio e indice de polidispersividade (span)

O didmetro médio de Brouckere (D [43)) e indice de polidispersidade (Span) das
particulas em pé foram determinados pela técnica de disperséo de luz laser (Mastersizer 3000E,
Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As particulas foram previamente dispersas em 60
mL de solucdo aquosa contendo Tween 80 (0,5% m/v), sob agitacdo magnética (450 rpm) por
10 minutos. Em seguida, cada amostra foi homogeneizada em ultrassom (Ultrasound Digital
Sonifier, Modelo 450 — Branson Ultrassonic Corporation, Brookfiel, EUA) por 1 minuto com
amplitude de 40% a 200W. As dispersbes foram medidas por diluicdo em agua da célula de
medicao, taxa de obscuracdo de 10% e os parametros de tamanho foram calculados através da
aproximacao de Fraunhofer, obtendo valores de didmetro médio das particulas foi expresso pelo
didmetro de volume subdimensionado em 50% (Dsp), didmetro médio volumétrico (Dyaz)) e

distribuicdo de tamanho das particulas pelo Span.

_ X(@dfny)
Dz = Sy 1)
Span = (Dc’(;;sflo) (2)

2.4.2 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos para o extrato de prépolis concentrado, os materiais
lipidicos puros e as particulas formadas. As analises foram feitas em espectrometro (Jasco 4100,
Toquio, Japdo), comprimento de onda de 400 a 4000 cm™ (resolucio de 4 cm™ e 64 varreduras)
com acessorio de refletancia total atenuada (ATR) a 45° com cristal de seleneto de zinco
(Figueiredo et al., 2023; Sorita et al., 2021).

2.4.3 Difracdo de Raio X (DRX)

O extrato de prépolis liofilizado e as microparticulas produzidas foram analisados em
difratbmetro de raios X (PW 1710, Holanda) para observacdo da estrutura cristalina dos
compostos. A analise de DRX foi realizada usando cristal grafite como monocromador com

radiagdo em fonte de cobre (Cu-Ka) a 40Kv e 35mA, com dados coletados a temperatura
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ambiente ¢ sob o angulo de 20 de 1 a 90°, com intervalos de 0,02° a cada 1 min (Jansen-Alves

et al., 2019; Sorita et al., 2021).

2.4.4 Andlise térmica DSC

O comportamento térmico dos constituintes e das amostras foi determinado por
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) utilizando analisador térmico modulado DSC
2920 (TA Instruments, New Castle, Delaware, EUA). As amostras foram pesadas (~10 mg) em
recipientes de aluminio hermeticamente fechados e submetido a um aquecimento de 25 a 80°C
e mantido por 10 min, seguido do resfriamento a 25°C e mantido por 30 min, e entdo seguida
de um novo aquecimento até 80 °C e finalmente mantido por 10 min, com taxa de aquecimento
de 10°C/min em todas as varreduras (Figueiredo et al., 2023; Sorita et al., 2021). Os graficos
foram gerados no software Origin, sendo possivel avaliar a temperatura de fuséo (Tf) e entalpia
de fusdo (AHf), como também a temperatura de cristalizacdo (Tc) e entalpia de cristalizacao

(AHc) (Madureira et al., 2015).

2.4.5 Extracao dos compostos encapsulados

O teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante das microparticulas contendo
extrato de propolis foram avaliados apds extracdo das microparticulas por meio da metodologia
proposta por Gomes de Sa et al. (2023), com modificagdes. Inicialmente, as microparticulas
(0,5 g) foram misturadas com 20 mL de etanol (80% v/v) e colocado em banho-maria (70 °C/10
min) para fusdo completa dos lipideos. Apds aquecimento, a mistura foi resfriada em
congelador (1 h) para precipitacdo do material lipidico e posteriormente centrifugada (6600

G/15 min), o sobrenadante foi coletado e a gordura sedimentada descartada.

2.4.5.1 Determinacao dos compostos fenolicos totais nas microparticulas

O sobrenadante obtido no item 2.4.3 foi utilizado para avaliacdo do teor de fendlicos
totais pelo método de Folin-Ciocalteu (Singleton et al., 1999). O sobrenadante diluido (1:10
v/v) foi pipetado (0,5 mL) em tubo de vidro, seguido de 2,5 mL do reagente Folin (1:10). Ap6s
5 minutos, foi adicionado 2 mL de carbonato de sodio (4% m/v) e deixado em repouso por 1 h
ao abrigo da luz (Gomes de Sa et al., 2023; Jansen-Alves et al., 2019). As leituras foram
realizadas em espectrofotometro UNICO 2800UV/VIS (United Products & Instruments Inc.,
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New Jersey, EUA) a 740 nm, e a concentracédo foi calculada a partir das curvas de calibracado
de &cido galico. A solucdo etanolica (80%) foi utilizada como branco (Escriche; Juan-Borrés,
2018).

2.4.5.2 Atividade Antioxidante pelo método de DPPH

A capacidade antioxidante foi determinada usando o método de captura de radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Inicialmente, 1 mL do extrato obtido no item 2.4.3
foi pipetado em tubos de ensaio, seguido de 3 mL da solucdo etanolica de DPPH (0,3 mM) e
homogeneizadas. A mistura foi deixada em repouso por 1 h no escuro e temperatura controlada
(25 + 2 °C), e a absorbancia foi lida a 517 nm em espectrofotdmetro Uv-vis (Shrotriya et al.,
2017). O controle foi feito com etanol 80% v/v (Andrade et al., 2018). Esse procedimento
também foi aplicado para avaliar a atividade antioxidante do EPC diluido (1:100 v/v). Os

resultados foram expressos em pmol trolox/g matéria seca.

EE (%) = 2255100 3)

2.4.6 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacéo (EE) foi determinada avaliando o teor total de compostos
fendlicos nas particulas em relacdo aos fendlicos ndo encapsulados retidos na superficie
(Jansen-Alves et al., 2019). Para determinar os compostos fenolicos totais ndo encapsulados,
0,5 g de microparticulas foi misturado com 20 mL de etanol em um tubo Falcon, vortexado por
1 minuto para remover os compostos fenolicos ndo encapsulados e, em seguida, centrifugado a
3600 rpm por 10 minutos a 25 °C (Gomes Sa et al., 2023; Jansen-Alves et al., 2019). Apoés a
separagdo, 2 mL do sobrenadante foi coletado para anélise dos compostos fendlicos totais,
conforme descrito na sec¢éo 2.5.5. O volume restante (18 mL) foi submetido a aquecimento para
a extracdo dos fendlicos encapsulados, conforme descrito na se¢do 2.5.5. Os resultados foram
expressos como uma porcentagem do teor total de compostos fendlicos e calculados de acordo
com a Eq. (3), onde PCE representa 0os compostos fenolicos encapsulados e PCS representa 0s

compostos fenolicos na superficie.
2.4.7 Liberacao controlada em digestao simulada em modelo in vitro estatico

A capacidade das particulas em proteger os polifendis da prépolis no sistema digestivo
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do organismo foi medida conforme o tdpico 2.4.5 As andlises in vitro da digestdo
gastrointestinal foram realizadas seguindo o protocolo INFOGEST (Brodkorb et al., 2019). As
amostras (1,0 g) foram pesadas em tubos de centrifuga de 50 mL e incubadas a 37 °C em banho
sob agitacdo (100 rpm) As amostras foram digeridas sequencialmente da seguinte forma: boca
— adicdo de 4 mL de fluido salivar simulado (SSF),agitacdo por 5 min e pH ajustado para 7,0
com HCI; estdmago — adi¢do de 8mL de suco gastrico simulado (SGF), agitacdo 2 horas e pH
ajustado para 3,0 com HCI; intestino — adicdo de 8 mL de fluido intestinal simulado (SIF)
contendo pancreatina e sais biliares, pH ajustado para 7,0 com NaOH 1M. Foram preparados
tubos separados para cada ponto, ao final de cada etapa foram centrifugadas a 3600 rpm a 5°C
por 10 min e o sobrenadante foi separado para quantificacdo do contetido de fendlicos totais,
conforme o item 2.4.5.1.

2.4.8 Avaliacao da estabilidade ao longo do armazenamento

Para avaliar a estabilidade dos ativos nas microparticulas, determinou-se a porcentagem
de retencdo dos compostos fenolicos (2.4.5.1) e atividade antioxidante (2.4.5.2) das particulas,
ao longo do armazenamento. As particulas foram condicionadas em potes de vidro fechado em
ambiente climatizado (25 + 2°C) por 15, 30, 60 e 90 dias. O DRX foi realizado no tempo zero

e ao final dos 90 dias, para avaliar a porcentagem cristalina dos lipidios (Okuro et al., 2013).
2.4.9 Anélise estatistica
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente ao nivel de 5% de significancia em

triplicata, por anélise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey usando a versdo SISVAR
(Ferreira, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Analise morfoldgica das microparticulas

As micrografias das microparticulas obtidas sdo mostradas na Figura 2, apresentando 0s
detalhes da morfologia e microestrutura das MPs. No geral, todas as amostras exibiram
caracteristicas tipicas de particulas produzidas por spray chilling: formato esférico, superficie
levemente rugosa, auséncia de poros e heterogeneidade de tamanho (Figueiredo et al., 2023;
Gomes Sa et al., 2023; Mazzocato et al., 2019). Além disso, em todos os tratamentos, observou-
se a formac&o de aglomerados de particulas inteiras e adesao de particulas menores na superficie
das maiores.

A ocorréncia de aglomerados é relatada em diversos estudos com spray chilling
(Carvalho et al., 2019; Consoli et al., 2016; Figueiredo et al., 2022). Segundos o0s autores, pode
ocorrer aglomeracéo das microparticulas que ainda nédo estdo completamente solidificadas que,
ao atingirem o fundo da cmara de resfriamento, entram em contato com outras e geram
aglomerados.

No presente estudo, todos os tratamentos apresentam uma superficie homogénea sem
poros, rachaduras ou cristais. diferente de Gomes de Sa et al. (2023), que observaram uma
esfera com alguns buracos e irregularidades, justificada pela composicao heterogénea do lipideo
escolhido. Segundo Pinho et al. (2022) furos na superficie das microparticulas podem aumentar
a exposicdo do ativo ao oxigénio, reduzindo a protecdo do ativo pela matriz lipidica e

consequentemente a funcionalidade do p6 em termos de propriedades nutricionais.
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Figura 2 - Micrografias das microparticulas obtidas por spray chilling, com diferentes
concentragOes de acido estearico, 6leo da polpa e améndoa da macauba e extrato de
prépolis verde no aumento de 1000x.

SA80:MPO20 SA60:MKO40 SA60:MPO40

/fm\ AT T
74 N

Legenda: SA: acido estearico; MPO: 6leo da polpa de macauba; MKO: 6leo da améndoa de macauba;
Fonte: Da autora (2025)

3.2 Umidade e atividade de agua

A umidade e atividade de 4gua (Aw) sdo parametro fundamentais para alimentos, onde
a umidade refere-se a quantidade total de dgua presente na amostra, enquanto Aw reflete a
fracdo de agua disponivel termodinamicamente para participar de reagcdes quimicas ou
bioldgicas (Fadini et al., 2021). No presente estudo, os valores de umidade variaram de 0,17 -
0,65%, enquanto Aw oscilaram entre 0,522 a 0,803 (Tabela 2), evidenciando a influéncia da

composicao lipidica na retencao das moléculas de agua.

Tabela 2 - Propriedades de tamanho e comportamento térmico das microparticulas lipidicas
microestruturadas.

Amostra Di437 (UM) Span Dso Umidade Atividade de agua
SA100 30,10 2,29 21,60 0,17+0,01° 0,522+0,029¢
SA80:MKO20 30,70 2,05 23,30 0,45+0,05" 0,665+0,02°
SA80:MPO20 34,30 2,08 27,10 0,18+0,03° 0,753+0,020"2
SA60:MKO40 40,10 2,21 32,10 0,650,062 0,669+0,023"
SA60:MPO40 75,00 3,24 41,80  0,54+0,032 0,803+0,046%

Legenda: SA: acido estearico; MPO: 6leo da polpa de macauba; MKO: 6leo da améndoa de macauba;
Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si ao nivel de 5%.
Fonte: Da autora (2025)
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Por exemplo, a amostra SA80:MPO20 apresentou umidade significativamente menor
em comparagdo com SA80:MKO20. Este comportamento pode ser explicado pela composicdo
de &cidos graxos em cada 6leo. O MPO contém uma maior proporcao de acidos oleico (C18:1),
um acido graxo monoinsaturado, que gera uma matriz mais flexivel e menos coesa, permitindo
uma maior quantidade de agua livre. A tendéncia se manteve nas amostras contendo 40% de
MPO, com aumento tanto nos valores de umidade quanto Aw. Esse cenario pode ser atribuido
a hidrofobicidade dos lipidios, que contribui para que a maior parte da agua nas particulas
permaneca na forma livre (Gomes Sa et al., 2023).

Os valores de Aw observados nesse estudo (0,522 - 0,803), ficaram proximos aos
relatados por Matos-Jr et al. (2017), que encontrou uma variacdo de 0,631 a 0,969 na
encapsulacao de acido ascorbico, e Pinho et al. (2022) que reportou Aw entre 0,80 a 0,95, para
microparticulas lipidicas carregadas com extrato de guarana, também produzidas por spray
chilling. No entanto, valores de Aw superiores a 0,70 podem favorecer a oxidacéo lipidica,
especialmente em sistemas ricos em acidos graxos insaturados, que sdo mais suscetiveis a

oxidagéo devido a formagao de radicais livres (Mazzocato et al., 2019).

3.3 Distribuicao do didmetro médio e tamanho das microcapsulas

Os valores do diametro médio (Dso), didmetro médio ponderado por volume (Dpg3)) €
indice de polidispersdo (span), estdo apresentados na Tabela 2. Os valores de Dy 3 ficaram na
faixa de 30 a 75 pum, com maior valor na amostra SA60:MPO40, que também apresentou uma
distribuicdo de particula mais heterogénea (span= 3,24). Segundo Okuro et al. (2013),
particulas obtidas por spray chilling geralmente variam de 20 a 200 um. Gomes S4 et al. (2023)
observaram didmetros maiores de 222,53 a 286,74 pum na encapsulagdo de prdpolis vermelha,
enquanto Oliveira et al. (2023) encontraram valores de 12,35 a 18,34 um na encapsulacéo de
extrato de hibisco, ambos utilizaram gordura de palma hidrogenada (FHPO) como material de
parede na técnica de spray chilling.

O aumento na quantidade de lipidios insaturados tende a gerar particulas de maior
didmetro, o que pode estar relacionado a diminuig¢éo do ponto de fusdo e viscosidade, resultando
em uma cristalizacdo mais lenta e menos organizada, e consequente formacdo de particulas
maiores e possivel aglomeracdo. Além disso, ha vérios fatores que podem influenciar no
tamanho das microparticulas lipidicas, principalmente as variaveis de processo como pressao,
temperatura ou vazao, material carreador, proporcdo de ativo, condi¢Ges de armazenamento e

outros (Figueiredo et al., 2022).
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O tamanho de particula é uma caracteristica importante para sua aplicacdo em alimentos,
podendo influenciar na textura e possivel rejei¢cdo do produto pelo consumidor (Consoli et al.,
2016). Paucar et al. (2016), sugerem que o tamanho das microparticulas deve ser menor que
100 um para ndo prejudicar o aspecto sensorial dos alimentos. Logo, as particulas obtidas nesse
estudo estdo em uma faixa considerada recomendavel para aplicacdo em alimentos sem

depreciar as caracteristicas sensoriais do produto.

3.4 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR é uma ferramenta analitica rapida e importante para controle e
avaliacdo da qualidade de dleos e gorduras e seus produtos (Li et al., 2019). Os dados de ATR-
FTIR referente aos tratamentos estdo representados na Figura 3, onde observa-se similaridade
entre os espectros, marcada pela presenca de picos que indicam grupos funcionais tipicos do

acido estearico e dos 0leos da macauba.

Figura 3 - Espectro de FTIR do extrato concentrado de propolis (EPC), acido estearico (AE),
6leo da polpa de macaiba (OMP) e améndoa (OMA), e microparticulas produzidas
nos diferentes tratamentos.
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Fonte: Da autora (2025).



92

No espectro do extrato de propolis, observa-se bandas caracteristicas em 3430 cm?
associadas as vibragdes de estiramento de grupamentos OH presentes em compostos fenolicos
e alcoois (Shahab-Navaei; Asoodeh, 2023). As bandas em 1515 cm™ a 1683 cm? foram
associadas a compostos especificos de diferentes tipos de propolis, onde a banda em 1630 cm”
! foi associada ao estiramento de C=0 de &cidos carboxilicos e C=C de compostos fendlicos,
as quais foram correlacionadas com a atividade antioxidante da propolis (Andrade et al., 2018).

Além disso, bandas na faixa de 1084 a 1045 cm™ sdo atribuidas ao estiramento C-O
tipicos de alcoois, éteres e ésteres, sugerindo a presenca de polifendis, terpenoides e outros
compostos vegetais secundarios presentes no extrato de propolis (Ligarda-Samanez et al.,
2023). No entanto, é provavel que essas bandas tenham sido absorvidas ou sobrepostas pelos
picos do AE, sugerindo a predominancia de lipidios na camada externa (Soleimanian et al.,
2018).

O oleo da améndoa tem maior concentracao de &cidos graxos saturados em comparagao
ao oleo da polpa, rica em acidos graxos insaturados (Sant” Ana et al., 2023). Logo, segundo
Del Rio et al. (2016), os espectros dos 0Oleos da polpa e da améndoa da macauba podem
apresentar bandas mais proeminentes ou exclusivas em um material em comparacdo ao outro.
Nesse caso, as bandas estiramento C-H (3005 cm™®) s&o mais proeminentes no 6leo da polpa
em comparacdo ao 6leo da améndoa, caracteristica de acidos graxos insaturados (Del Rio et al.,
2016).

Em particular, a banda de 1700 a 1740 cm™ (estiramento C=0) é uma faixa importante
para analise de lipidios, pois esta relacionada a presenca de ésteres e acidos carboxilicos
presentes nos triglicerideos (Figueiredo et al., 2022; Oriani et al., 2016). Observa-se que a
banda, nos dleos da macalba, mostrou-se mais deslocada a esquerda, (1735-1740 cmb),
indicativo da presenca de ésteres, enquanto, no acido esteérico, essa banda se mostrou mais a
direita (1700-1710 cm™?), indicativo da presenca de &cidos carboxilicos, caracteristico desse
lipidio (De La Caba et al., 2012; Li et al., 2019). Além disso, quanto maior a concentragdo do
6leo da macauba, maior foi a percepcdo de seu pico no espectro (SA60:MPO40 e
SA60:MKO40).

O éacido estearico apresentou varias bandas caracteristicas do material, como em 2950
cm* (estiramento assimétrico) e 2850 cm™* (estiramento simétrico) dos grupos C-H especificos
de atomos de hidrogénio ligados a cadeias de carbono alifatica. Os picos duplos em 720 cm ™ e
690 cm é caracteristico de moléculas com longas cadeias alifaticas, considerada uma

assinatura de cadeias saturadas, como as encontradas no acido estearico (Pudney et al., 2009).
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Portanto, de forma geral, os espectros sdo consistentes com 0s componentes usados e
ndo evidenciaram alteracdes significativas nos picos tipicos dos materiais de parede ou novas
interacBes quimicas. Logo, os dados sugerem que a mistura do extrato de prépolis com a matriz
lipidica ¢ uma mistura fisica. Essa mesma conclusdo foi encontrada na encapsulagdo de

oleorresina de gengibre em matriz de acido estearico e acido oleico (Oriani et al., 2016).

3.5 Difragdo de raio X

A difragdo de raio X (DRX) é uma ferramenta amplamente usada na indlstria de
alimentos para avaliar a estrutura cristalina de gorduras. Esses polimorfos produzem picos
distintos no padréo de DRX, como mostrado na Figura 4A, onde s&o identificados dois picos
principais em 28 = 21,4° ¢ 20 = 23,6°, caracteristicos do acido estearico (Severino et al., 2011).
Esses valores de pico correspondem a distancias interplanares proximo de proximo de 4,1A e
3,7A, caracteristicas de polimorfismo B’ (Sagiri et al., 2015).

Em geral, a largura do pico reflete a orientacdo das cadeias poliméricas em um plano
especifico, enquanto a altura ou intensidade representa a densidade de cristalitos (Chaturvedi et
al., 2023). Os difratogramas obtidos foram semelhantes para todos os tratamentos, indicando
que a adicdo de OMP ou OMA ndo mudou a forma polimoérfica do AE, mas levou a desordem
da sua estrutura, diminuindo a intensidade dos picos e a porcentagem de cristalinidade do
material (Figura 4A). Esse comportamento condiz com outros estudos de carreadores lipidicos,
como (Gomes et al., 2013) que observaram a diminuic¢do na cristalinidade do acido estearico
por meio da adi¢do de 0leo de girassol. A presenca de &cidos graxos insaturados promove uma
desordem das cadeias, levando a recristalizagdo incompleta e gerando maior fragdo amorfa nas
microparticulas.

As estruturas polimorficas mais comuns s3o o, B’ ¢ B em ordem crescente de
estabilidade, onde os cristais B’ sdo menores e mais macios que a forma f3, sendo a forma ideal
para producédo de carreadores lipidicos e aplicacdo em alimentos sem alterar as propriedades
sensoriais (Gomes et al., 2013; Paucar et al., 2016). Além disso, a existéncia de defeitos na rede

tende a facilitar a incorporacéo de ativos (Procopio et al., 2018).
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Figura 4 - DRX das microcépsulas produzidas com &cido esteérico, 6leo de macauba e propolis
pela técnica de spray chilling (A), DRX com os picos principais em 20 = 21,4° e 20

=23,6°
,O .
- (A) 20000 (B)
i
! —— SA100
! : SABO:MKO40  Cl(%) = 31,97 18009 —  SA80:MPO20
| ] 16000 —— SA80:MKO20
| | SABO:MPO40  CI(%) = 30,96 —— SA60:MPO40

14000

> SAB0:MKO40
12000
SAB0:MKO20  Cl(%) = 66,41

10000

8000

Intensity (a.u)
Jrt————em e
1 % %F
!1 . N (R
Intensity (a.u)

SAB0:MPO20  CI(%) = 64,05

6000
4000

SA100 Cl(%)=70,18 2000

T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 20 21 22 23 24 25
20 (degree) 26 (degree)

Fonte: Da autora (2025).

3.6 Analise térmica DSC

As propriedades térmicas das microparticulas estdo apresentadas na Figura 5, por meio
dos gréaficos que mostram os valores de temperatura de fusdo e cristalizacdo (Tf e Tc)
determinadas como o efeito térmico maximo, ¢ a entalpia de fusdo e cristalizacdo (AHf e AHc),
medidas pela &rea sob a curva conforme descrito por Figueiredo et al. (2023).

A amostra composta por 100% de &acido estearico (SA100), apresentou pico de fusdo
de 61,04 °C. A adigdo de 20% ou 40% de 6leo de macalba (améndoa e polpa) reduziu
progressivamente esses valores para aproximadamente 59,50 °C e 57,30 °C, respectivamente.
Esse comportamento ja foi observado em outros estudos que com adicao de lipidios insaturados,
como Sorita et al. (2021) ao adicionar migliol em cera de abelha para encapsular curcumina,
Oriani et al. (2016) ao adicionar acido oleico em &cido palmitico ou (Ribeiro et al., 2012) ao
investigar diferentes proporcdes de acido oleico e cido esteérico. A adi¢cdo de OMP e OMA
também reduziu os valores de AHf de 30,02 J/g (SA100) para 26,46 a 16,61 J/g, evidencia o
comprometimento da capacidade de empacotamento dos acidos graxos saturados, resultando
uma em uma estrutura cristalina menos ordenada. Uma estrutura cristalina menos ordenada
reflete na estabilidade térmica, necessitando de menor energia absorvida para romper e quebrar
a estrutura para fusdo dos lipidios.

Esse comportamento também é observado nas curvas de cristalizacdo, onde observou-
se um deslocamento dos picos de cristalizagdo para esquerda, mostrando uma reducdo de Tc

em quase 2° a cada 20% de 6leo de macauba. (Pinho et al., 2022) relatam que menores valores
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de Tc e AHc, podem indicar uma dificuldade de nucleacdo dos cristais retardando a
solidificacdo durante o resfriamento. Além disso, entalpia de cristalizagdo variou conforme a
composicao das amostras, onde a energia dissipada para cristalizagédo de SA80:MK 020 (20,48
J/g) foi maior que a de SA80:MPO20 (16,39 J/g), confirmando que a maior concentracdo de
acido graxo insaturados no dleo da polpa do que na améndoa da macauba, influenciou na
quantidade de material cristalino formado. Esses resultados confirmam a influéncia dos
diferentes perfis de acidos graxos sobre as propriedades térmicas das microparticulas.
Segundo (Procopio et al., 2018) a utilizacdo de materiais de parede com temperatura de
fusdo acima de 45 °C leva a formacdo de microparticulas estaveis, garantindo baixa adesdo das
particulas ao equipamento e consequentemente maior rendimento. No presente estudo, todos 0s
tratamentos apresentaram Tf acima de 50 °C, sugerindo uma estrutura cristalina estavel em

temperatura ambiente (25 £ 2°C).

Figura 5 - Propriedades térmicas das microparticulas lipidicas preparadas com acido estearico
com 6leo de polpa (OMP) e améndoa (OMA) da macauba para encapsular o extrato
de prépolis verde.
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Legenda: Temperaturas de inicio da fusdo (Ti fusdo); pico de fusdo (Tf); Temperatura de inicio da
cristalizacdo (Ti cristalizacdo); Temperatura de pico da cristalizacdo (Tc), Entalpias de cristalizagdo
(AHc) e Entalpia de fusdo (AHY).

Fonte: Da autora (2025).
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3.7 Eficiéncia de encapsulacao

Os dados de caracterizacdo do material estdo disponiveis na Tabela 3, onde a eficiéncia
de encapsulacéo (EE%) se refere a quantidade de polifendis efetivamente encapsulado, ou seja,
foi calculada a diferencga entre o conteddo total de polifendis e o contetdo na superficie das
particulas (Matos-Jr et al., 2017). Todos os tratamentos apresentaram EE proximo de 65%,
tendo maior eficiéncia para o tratamento SA100 (68,97%). As microparticulas produzidas por
spray chilling sdo densas e os ativos sédo distribuidos de forma homogénea por todo o volume
das particulas, inclusive na area superficial, o que influencia nos resultados de eficiéncia
(Matos-Jr et al., 2015).

Tabela 3 - Caracterizagdo fisico-quimica das microcapsulas em base seca obtidas por spray

chilling.
Fendlicos Totais Atividade Antioxidante
Amostra E.E (%)

(mg GA/ g) (umol TE/g)

SA100 68,97 + 0,642 0.93+ 1,612P 148,87+4,722
SA80:MKO20 64,66 + 0,092P 10.19 + 0,582 151,69+3,09?
SA80:MP0O20 63,74+ 27280 9.28 + 0,46° 151,05+2,022
SA60:MKO40 64,89 + 1,952P 9.64 + 0,46° 153,49+2,232
SA60:MPO40 61,21 + 3,26° 10.07 + 4,032 152,46+1,442

Legenda: SA: acido estearico; MPO: 6leo da polpa de macauba; MKO: 6leo da améndoa de macauba;
AG: &cido galico; TE: trolox. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si
ao nivel de 5%.

Fonte: Da autora (2025)

Partindo da consideracdo de que a técnica de spray chilling produz microparticulas e
ndo microcapsulas (ativo é completamente empacotado dentro da matriz), ja é esperado que
parte do ativo pudesse se encontrar na superficie (Okuro et al., 2013). Dito isto, a eficiéncia de
encapsulacao ainda encontra uma falta de consenso em sua definigéo, sendo comum encontrar
estudos que relacionam a eficiéncia de encapsulamento determinada pelo calculo da diferenga
entre a quantidade tedrica de ativo inicial e a quantidade de ativo presente na microparticula.

Estudos que avaliaram a eficiéncia de encapsulacdo usando metodologia semelhante,
apresentaram valores préximos ou superiores daqueles obtidos nesse trabalho. Consoli et al.
(2016) que encapsularam acido galico com eficiéncia acima de 54,14%, onde observaram que
mistura de lipidios com diferentes pontos de fusdo pode resultar na migracéo do lipidio liquido

para superficie das particulas no processo de resfriamento. Isso ocorre porque a estrutura
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cristalina do lipidio de maior ponto de fusdo ndo é capaz de acomodar as moléculas de dleo
liquido durante o resfriamento, fazendo com que o éleo assente na parte externa. Nesse sistema,
os polifendis da propolis se acumulam na fase oleosa o que favorece sua migracdo para
superficie, influenciando na eficiéncia de encapsulagéo.

Mazzocato et al. (2019) observaram maior eficiéncia de encapsulacao para formulacgdes
com maior concentracdo de vitamina B12, enquanto Matos-Jr et al. (2015) relata uma relagao
inversamente proporcional entre a concentracdo de ativo e o didmetro da particula,
influenciando na eficiéncia de encapsulamento. Quanto menor o tamanho, maior a area
superficial e maior possibilidade de encontrar material ativo na superficie (Mazzocato et al.,
2019). Logo, os resultados preliminares apresentados nesse estudo fornecem informagdes
necessarias para ajustes no processo, como variagao da propor¢édo de ativo/carreador, condi¢Ges
de atomizacdo ou das técnicas de homogeneizacdo, visando promover maior eficiéncia e
protecéo do ativo.

No presente estudo, adicdo de 6leos de macauba ndo contribuiu para uma maior
eficiéncia de encapsulagdo quando comparado ao AE puro. Vale ressaltar que apesar de
diferentes estudos relatar que a adicdo de Gleos favorece a formacdo de polimorfos mais
estaveis, a eficiéncia de encapsulagdo depende de outros fatores, como por exemplo, a interagdo
entre 0s materiais lipidicos, compostos ativos e/ou parametros de processo (Figueiredo et al.,
2023). Portanto, com base nos dados apresentados, o tratamento SA100 poderia ser considerado
mais eficiente, indicando que o AE puro atua como um bom material de parede. Entretanto,
para avaliar a eficacia de um tratamento, deve-se levar em conta outros fatores como liberacéo
in vitro e protecdo dos compostos ao longo do tempo, discutidos adiante.

3.8 Atividade antioxidante e fenolicos totais

Os valores de fendis totais (9,28 — 10,19 mg AG/g) mostraram uma pequena variagao
entre os tratamentos, indicando que a composicao lipidica tem pouca influéncia na quantidade
de polifendis na particula, podendo ser relacionados a taxa de solidificacdo discutido
anteriormente, como também a uma baixa interagdo entre 0 OMP e 0 AE (Dantas et al., 2018;
Ribeiro et al., 2012). Gomes S4 et al. (2023) encontraram valores de fendlicos de 201,21 mg
GA/g matéria seca, ao encapsular extrato de propolis vermelha em matriz lipidica com 6leo de
palma hidrogenado por spray chilling. Busch et al. (2017) encontraram valores de 1,67 mg
GA/g ao encapsular prépolis melifera em matriz de Maltodextrina por spray drying. Enguanto
Andrade et al. (2018) obtiveram 47,95 mg GA/g de polifenois ao encapsular extrato de propolis
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verde com 0 mesmo material e técnica de encapsulacao, porém com adi¢do de goma arabica. A
propolis € uma substancia complexa e a concentracdo de polifendis no extrato pode ter muitas
variacfes a depender da sua origem, método de extracdo, condi¢des de armazenamento e
preparo, o que pode explicar parcialmente os diferentes valores descritos na literatura (Cunha
et al., 2015; Tavares et al., 2022).

No que diz respeito a atividade antioxidante das microparticulas, os valores de 148,87 a
153,49 umol TE/g sugerem que todas as formula¢es mantiveram desempenho estatisticamente
semelhante (p>0,05) na capacidade de eliminacdo de radicais livres. Esse achado é coerente
com o fato de a concentracdo de extrato ter sido fixa em todos os tratamentos, 0 que sugere uma
capacidade antioxidante consistente entre as formulac6es. A atividade de eliminacéo de radicais
livres dos extratos de prépolis € atribuida principalmente a presenca de acidos fendlicos,
flavonoides e outros polifendis (Oliveira et al., 2023). Assim, mesmo que a amostra
SA60:MPO40 tenha apresentado menor eficiéncia de encapsulamento, essa ainda exibiu
atividade antioxidante proxima as demais, reforcando a hipotese de que a presente de lipidios
liquidos favorece a presenca de fendlicos livres ou facilmente acessiveis dentro das
imperfeicdes da rede.

Logo, embora haja diferenca na organizagédo cristalina e perfis de encapsulacdo, a
técnica do spray chilling manteve os teores de fenodlicos e atividade antioxidante uniformes
entre as formulagcdes, demonstrando ser uma abordagem viavel para preservar o potencial
bioativo da prépolis. Contudo, € importante considerar que as varia¢fes de umidade e atividade
de &gua discutidas anteriormente podem exercer influéncia no longo prazo, suscetiveis a
acelerar o processo oxidativo e comprometer a estabilidade final desses compostos.

3.9 Liberacdo géstrica

Os resultados de liberacdo gastrointestinal dos bioativos da prépolis em condigoes
simulada in vitro reproduzindo as fases oral, gastrica e intestinal, apresentados na Figura 6. Os
resultados de polifendis totais foram expressos em mg GA/g amostra. Segundo Kim et al.
(2022), a influéncia da fase oral € minima devido ao curto tempo de residéncia do alimento na
boca, porém a liberacdo inicial observada em todos os tratamentos pode estar relacionada a
lixiviagdo de compostos adsorvidos na superficie das particulas. Como esperado, 0 extrato puro
apresentou altas concentracdes de fendis nas amostras salivares, seguida do estdmago, com
queda significativa no intestino, indicando possivel degradacdo dos fendlicos durante a

passagem pelo estdmago, em funcdo da exposicao direta ao pH acido e a acdo enzimatica,
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conforme tambeém relatado por Cea-Pavez et al. (2024).

As microparticulas produzidas demonstraram eficientes na protecdo dos polifendis
contra o pH &cido do estdmago, com liberacdo inferior ao meio do intestino. Silva et al. (2019)
também relataram menor liberacdo de polifendis do extrato de guarana ao longo da
digestibilidade, enquanto as microparticulas lipidicas tiveram um aumento na liberacdo
atingindo maior valor na fase intestinal. A capacidade da matriz lipidica sélida (acido estearico
e Oleos da macauba) em resistir ao pH acido do estdbmago evita a degradacdo precoce dos
compostos, diferindo de matrizes hidrofilicas como maltodextrina ou goma arabica, utilizadas
em spray drying, que tendem a se desintegrar rapidamente no inicio da digestdo (Gomes de Sa
et al., 2023).

As formulagdes com 40% de 6leos da macauba (MKO40 e MPO40) apresentaram 0s
maiores valores de liberacdo na fase intestinal, indicando maior susceptibilidade a acdo das
lipases intestinais, do que os tratamentos com 20% de 6leo (MKO20 e MP0O20). Segundo
Figueiredo et al. (2023), a liberacdo em sistemas lipidicas pode ocorrer por difusdo ativa ou
erosdo da matriz causada pela degradacdo lipidica, onde a alta liberacdo de polifendis na
presenca de lipase na simulacdo do fluido intestinal é provavelmente devido ao processo de
lipolise. A presenca de lipidios insaturados favorece acdo das lipases na interface da
microparticula, seguida pela lipolise e liberacdo do ativo no intestino (Kim et al., 2022). Esse
processo é especialmente desejavel em estratégias de liberacdo controlada, quando o objetivo é

maximizar a bioacessibilidade dos polifenois da prépolis no organismo.
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Figura 6 - Liberacdo in vitro do extrato de propolis concentrado (EPC) e das microparticulas
lipidicas com diferentes proporcdes de OMP e OMA para AE.
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A liberacdo mais expressiva dos polifendis na fase intestinal (Figura 6) reforca a acdo
sinérgica das lipases e dos sais biliares na digestdo da matriz lipidica, promovendo o
rompimento das particulas e disponibilizacdo dos ativos (Gomes Sa et al., 2023; Figueiredo et
al., 2023; Oliveira et al., 2023). Trata-se de uma das principais vantagens do uso de carreadores
lipidicos solidos em relacdo as matrizes poliméricas sollveis empregadas em técnicas como o
spray drying (Gomes de S4 et al., 2023). Assim, a encapsulacdo do extrato de propolis com
acido estearico combinado aos 6leos de macauba se mostrou uma estratégia eficiente para
proteger 0s compostos nas fases iniciais da digestdo e promové-los de forma mais eficaz na
regido intestinal, potencializando sua biodisponibilidade.

No entanto, € importante destacar que diversos fatores podem influenciar os resultados
de liberacdo, incluindo caracteristicas do material carreador (polimorfismo, solubilidade,
afinidade com o nucleo), o grau de homogeneizacdo da amostra, eficiéncia na interrup¢do das
enzimas digestivas e técnicas de purificacdo das aliquotas, como também apontado por Gomes
de Sa et al. (2023).
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3.10 Avaliagdo da estabilidade ao longo do armazenamento

Para aplicagdo destes ingredientes em produtos alimenticios e/ou farmacéuticos, é
necessario que essas microparticulas carregadas com polifendis da prépolis mantenham a
funcionalidade de seus compostos durante o periodo de armazenamento (Oliveira et al., 2023).
Portanto, a porcentagem de retengdo dos fendlicos e atividade antioxidante das particulas foram
acompanhados por 90 dias em ambiente controlado, mostrado na Figura 7.

Os resultados mostraram que nos primeiros 15 dias, a retencéo da atividade antioxidante
variou entre os tratamentos e o extrato puro. O tratamento SA100, sem adicdo de lipidios
insaturados, manteve aproximadamente 85% da atividade inicial, enquanto os demais
tratamentos ficaram entre 83% a 88%. No entanto, ao final do periodo de 90 dias, a atividade
antioxidante de SA100 sofreu reducdo com o tempo, chegando a 32%, enquanto 0s demais com
6leos de macaiba mantiveram os valores entre 39% a 43%, indicando que a adicéo tanto do
6leo da polpa quanto da améndoa proporcionou uma protecdo mais eficaz dos compostos
antioxidantes da propolis.

Em relacdo a retencdo dos fendlicos totais, 0 processo de microencapsulacdo manteve a
concentracdo proxima de 43 — 49% ao final dos 90 dias, demonstrando maior estabilidade em
comparacdo ao extrato puro (CPE) que mostrou uma perda de quase 100% dos fenolicos ao
longo do armazenamento. Esses dados evidenciam que as microparticulas oferecem uma
barreira protetora contra a degradag@o dos compostos, quando comparado ao extrato puro. Além
disso, os tratamentos com 6leos da polpa e améndoa de macaulba nas duas concentracdes
avaliadas, permaneceram estaveis, enquanto o tratamento SA100 mostrou-se menos eficiente
ao longo do tempo, possivelmente devido a sua maior cristalizacdo e consequente expulséo dos
ativos.

Esses achados corroboram com estudos prévios, como Pinho et al. (2022) que
observaram a perda de carotenoides ao longo do armazenamento, mesmo que o encapsulamento
tenha proporcionado protecao aos carotenoides quando comparado aos extratos livres. Procopio
et al. (2018) observaram que a microencapsulacdo do extrato de canela por spray chilling,
favoreceu a protecdo dos compostos em comparacdo ao extrato livre durante armazenamento
de 28 dias. (Pelissari et al., 2016) avaliaram a estabilidade de licopeno em diferentes condic¢des
de armazenamento, onde concluiram que condi¢fes de armazenamento em baixas temperaturas
e livre de oxigénio favorecem a estabilidade das particulas.

Muitos estudos na literatura associam a atividade antioxidante da propolis a

concentracdo de compostos fendlicos e ndo fendlicos (Elkhateeb et al., 2022). Contudo, 0s
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compostos fendlicos abrangem um grande grupo de substancias, as quais podem degradar-se
e/ou polimerizar, o que resultaria em novos compostos fendlicos com menor atividade
antioxidante (Gomes S4 et al., 2023).Além disso, compostos fenolicos podem se ligar a outras
macromoléculas durante o processo de armazenamento diminuindo sua atividade como
antioxidante, o que significa que embora os fendlicos ainda estejam presentes e detectaveis,
eles podem ndo estar livres para agir como antioxidante (Alu’Datt et al., 2014; Moran et al.,
1997; Stasiuk; Kozubek, 2010).

O comportamento de difracdo de raios X das microparticulas ndo mostrou eventos de
transicdo que poderiam ocorrer naturalmente devido a mudangas polimorficas durante o
armazenamento (Oliveira et al., 2023). As MPs produzidas apenas com AE apresentaram
alteragdo cristalina de 2%, sendo menor do que as amostras com 20% de OMA (4%) e OMP
(6%), enguanto as amostras com 40% de ambos os 6leos mantiveram seu grau de cristalinidade
ao longo de 90 dias. A diluicdo de 0leos e gorduras induz a formagdo de polimorfos mais
estaveis, dificultando o rearranjo dos cristais para uma forma mais organizada ou
energeticamente favoravel (Cutrim et al., 2019; Figueiredo et al., 2023; Gomes S4 et al., 2023;
Oliveira et al., 2023). Essa reorganizacdo pode resultar na expulsdo do ativo ao longo do
armazenamento, podendo ser considerado um problema para técnicas de encapsulamento

usando lipidios como carreadores (Mazzocato et al., 2019).
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Figura 7 - Estabilidade das microparticulas na retengéo da atividade antioxidante (A) e fendlicos
totais (B) e valores de cristalinidade do material (C) ao longo de 90 dias.
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4 CONCLUSAO

O estudo demonstrou a viabilidade do &cido estedrico (AE) em combinagdo com 0s
6leos da polpa (OMP) e améndoa (OMA) da macauba como materiais lipidicos ndo
convencionais para encapsulacdo dos polifendis da propolis verde por spray chilling. As
microparticulas lipidicas obtidas apresentaram morfologia e propriedades fisicas e quimicas
adequadas, apesar da adicdo de Oleos da macauba ndo ter aumentado significativamente a
eficiéncia de encapsulacdo, provavelmente devido & migracdo dos lipidios liquidos para
superficie durante o resfriamento, arrastando os polifendis para fora da matriz.

Os espectros de FTIR ndo indicaram a formacdo de novas interacdes quimicas,
sugerindo que as interacdes entre AE e os 6leos foram puramente fisicas, 0 que pode explicar
por que a adicdo de 40% de 6leo de macauba de ndo impediu a reorganizacdo dos cristais de
acido estearico ao longo do armazenamento. Logo, a expulsdo do material para superficie e
consequentemente perda de atividade antioxidante e fendis totais.

A simulacdo gastrointestinal in vitro mostrou que as microparticulas aumentaram a
bioacessibilidade dos polifendis da propolis e permitiram maior entrega no intestino. As
amostras com 40% de 6leo de macauba (MPO e MKO) tiveram maior bioacessibilidade em
relacdo a SA100, indicando que o material de parede tem influéncia significativa no objetivo
de aplicacdo das particulas.

Em conclusdo, embora as microparticulas tenham demonstrado eficdcia na
encapsulacdo e protecdo do extrato de propolis, ainda permanece o desafio de encontrar
combinac0es lipidicas ideais e condigdes de armazenamento que promovam maior estabilidade
e funcionalidades desejadas para os polifendis da propolis verde. Ademais, todos os resultados
encontrados, somados a outras vantagens da encapsulagdo, como maior facilidade de manuseio,
transporte e incorporacdo em formulacdes, justificam sua aplicacdo com ingrediente em

formulacBes farmacéuticas, cosméticas e alimentares.
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3 CONCLUSAO GERAL

Este trabalho demonstrou a eficacia do uso de matrizes lipidicas a base de &cido
estearico (SA) combinado com 6leos da macauba - tanto da polpa (MPO) quanto da améndoa
(MKO) -na microencapsulacdo de extrato de propolis verde, utilizando as técnicas de
emulsificacdo por fusdo e spray chilling. Ambas as metodologias apresentaram viabilidade,
conforme o objetivo tecnoldgico e funcional da aplicacéo final.

A técnica de emulsificacdo por fusdo, € considerada um processo de menor
complexidade, porém formou particulas menos uniformes e com menor eficiéncia de
encapsulacdo do que o spray chilling. A técnica de spray chilling se destacou por produzir
particulas mais homogéneas, com menor variacdo de tamanho e maior eficiéncia de
encapsulacéo.

A analise térmica (DSC), o perfil de cristalizacdo (DRX) e os testes de retencdo e
liberacdo de compostos fenolicos revelaram que a composi¢do da matriz influencia diretamente
0 comportamento funcional das microparticulas. Os tratamentos com Oleos em maiores
proporces promoveram maior bioacessibilidade dos compostos encapsulados, ainda que com
ligeira perda de atividade antioxidante em comparacao ao controle.

Portanto, considerando a eficiéncia de encapsulacdo e estabilidade, o tratamento
SA60:MPO40, obtido por spray chilling, foi considerado o mais promissor para aplicacdes que
visam a liberacdo de compostos bioativos.

Além dos avancos cientificos, este estudo também contribui para a valorizacdo da
biodiversidade brasileira ao explorar 6leos de macaiba como insumos lipidicos sustentaveis,
reforcando o potencial de sua aplicacdo em sistemas de liberacdo em alimentos funcionais,

cosméticos e produtos farmacéuticos.



