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RESUMO

Para conseguir atender as demandas mercadoldgicas, torna-se cada vez mais
importante conhecer novos métodos de producdo para a otimizagdo da extracdo de
prépolis. Essas mudancas precisam impactar de maneira positiva nao sé no tempo de
producdo como também na qualidade do produto. Em relac&o ao extrato de propolis,
o método mais utilizado atualmente para a realiza¢do da sua extragdo é a maceracao.
Porém, esse método de extracdo envolve uma grande quantidade de tempo,
geralmente de 3 a 10 dias. Somado a grande quantidade de tempo, é necessario
manter uma alta temperatura durante todo o processo de extragdo, 0 que encarece a
técnica. Enquanto isso, se faz necessario que o extrator em que ocorre a maceragao
esteja bem vedado para evitar a evaporacédo de solventes. Dessa forma, o objetivo
desse estudo € analisar outra forma de realizar a extracdo da propolis. O presente
estudo tem como foco a extracao por ultrassom, visando diminuir o tempo de extracao,
melhorar o custo de produgéo e evitar a evaporacdo de maneira excessiva dos
solventes. O estudo foi feito em laboratorio, fazendo testes usando as técnicas de
maceracao e de ultrassom, variando fatores como a quantidade de propolis utilizada,
teor de alcool do solvente inicial e tempo do processo. Desse modo, conseguiu-se
fazer uma comparacéo entre os dois tipos de extracdo. Apds realizados os testes,
foram feitas algumas analises para efeito comparativo, tais como medicdo de teor
alcodlico, teor de flavonoides e extrato seco. Além dessas andlises, também foi feita
uma comparacao levando em consideracdo a quantidade de tempo empregada em
cada método de extracdo, bem como a temperatura mantida em cada um deles.
Observou-se que os testes utilizando técnica de extracdo por ultrassom tiveram
resultados semelhantes aos testes realizados utilizando a técnica de maceracao,

porém em tempo bastante inferior.

Palavras-chave: Extracdo de Propolis; Ultrassom; Metodos de Extragéo;

Flavonoides.



ABSTRACT

In order to meet market demands, it becomes increasingly important to know new
production methods for optimizing propolis extraction. These changes need to have a
positive impact not only on production time but also on product quality. In relation to
the propolis extract, the method most used today to carry out its extraction is
maceration. However, this extraction method involves a large amount of time, usually
3 to 10 days. In addition to the large amount of time, it is necessary to maintain a high
temperature throughout the extraction process, which makes the technique more
expensive. Meanwhile, it is necessary that the extractor in which the maceration takes
place is well sealed to avoid evaporation of solvents. Thus, the objective of this study
is to analyze another way of performing the extraction of propolis. The present study
focuses on ultrasonic extraction, aiming to reduce extraction time, improve production
cost and avoid excessive evaporation of solvents. The study was carried out in the
laboratory, carrying out tests using maceration and ultrasound techniques, varying
factors such as the amount of propolis used, alcohol content of the initial solvent and
process time. In this way, it was possible to make a comparison between the two types
of extraction. After the tests were carried out, some analyzes were carried out for
comparative effect, such as measurement of alcohol content, flavonoid content and
dry extract. In addition to these analyses, a comparison was also made taking into
account the amount of time used in each extraction method, as well as the temperature
maintained in each of them. It was observed that the tests using the ultrasound
extraction technique had similar results to the tests performed using the maceration

technique, but in a much shorter time.

Keywords: Propolis Extraction, Ultrasound, Extraction Methods, Flavonoids.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, tem sido realizadas muitas pesquisas sobre diferentes extratos
de plantas e produtos naturais, tais como a prépolis. Muitos estudos feitos comprovam
os efeitos positivos da prépolis. Ela possui acdo antibacteriana, e por conta disso, muitos
a classificam como antibiotico natural. Além de fortalecer o sistema imunoldgico, ela
ajuda no combate aos radicais livres.

O extrato de propolis possui caracteristicas que ajudam 0 organismo a
conseguir um melhor poder imunoldgico e a combater as infeccdes microbianas. Os
extratos de prépolis possuem aplicacdo em uma grande variedade de nutracéuticos e
cosmeéticos.

O método mais utilizado para a extragdo da prépolis e producao de seu extrato
alcoodlico € a maceracdo. Porém, esse método leva muito tempo, 0 que pode atrasar
bastante a producéo.

O objetivo desse estudo € apresentar estratégias para a otimizacdo da
extracdo da propolis, propondo um método diferente para isso, a extra¢ao por ultrassom.
Propondo a diminuicdo de tempo empregada e um valor acessivel para o consumidor
final.

Em relacdo a divisdo dos capitulos, o trabalho esta dividido em 6 secdes
principais, sendo elas:

Secao 1 — Introducdo: mostra conceitos iniciais sobre o tema, justificativa do
estudo, objetivos e metodologia;

Secdo 2 — Revisdo Bibliografica: referencial tedrico sobre a prépolis, seus
beneficios, os estudos realizados, o mercado, o extrato de prépolis, sua importancia e
analises feitas, bem como os métodos de extracdo: o mais tradicional, a maceracao, e 0
proposto pelo estudo: o ultrassom. Tudo isso visando prover uma boa base para
compreensao do estudo de caso;

Secao 3 — Metodologia: apresenta o tipo de estudo, mostra o local da pesquisa
e descreve a forma como se coletou e analisou os dados;

Secdo 4 — Resultados e discusséo: apresenta todos os resultados
encontrados durante o estudo de caso, apresentando a produgdo da empresa, 0S
resultados obtidos durante os testes, fazendo as comparacdes entre o método utilizada

e 0 meétodo proposto pelo presente estudo;
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Secdo 5 — Conclusédo: sdo apresentadas as principais conclusdes finais do
presente estudo, bem como recomendacdes e sugestdes para trabalhos futuros;

Secao 6 — Referéncias: descritos os principais estudos utilizados durante toda
a pesquisa, sendo eles: livros, artigos publicados em revistas, teses e dissertacdes sobre

0 tema.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Propolis

A propolis € uma substancia resinosa de coloracdo e resisténcia variavel,
produzida pelas abelhas a partir da mistura de substancias coletadas de diferentes partes
das plantas da flora regional, como brotos, botdes florais e exsudatos resinosos, com
secrecdes salivares, cera e pélen para a obtencdo do produto final. materiais lipofilicos
das folhas e dos brotos foliares, mucilagens, gomas, resinas e latex. Além disso, podem
ser encontrados na propolis materiais que sao introduzidos durante a elaboracdo dela
na colmeia (BREYER, 2016).

As abelhas do género Apis mellifera (Figura 1) sdo as mais conhecidas e

difundidas entre os apicultores para a producao de propolis e mel.

Figura 1 - Apis mellifera

Fonte: Cassino (1999).

Propolis € o nome genérico para a substancia resinosa de composicao
complexa coletada pelas abelhas a partir dos mais heterogéneos tipos de plantas. A
palavra "prépolis” tem derivacao do grego: pro- em defesa de, em prol de; e polis - cidade.
Assim, propolis significa em defesa da cidade, ou seja, da colmeia.

A prépolis é utilizada pela abelha para:

e Cobrir frestas e rachaduras da colmeia; reduzir as aberturas de acesso,
evitando a entrada de frio, predadores e visitas indesejaveis;

¢ Revestir os alvéolos antes da postura da rainha, mantendo-os livres de
agentes microbianos e patogénicos;
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e Embalsamar para mumificar restos de animais dentro da colmeia quando
s&o muito grandes ou pesados para serem retirados, evitando assim a contaminag&ao por
agentes patogénicos e sua putrefagao;

e Revestir internamente toda a colmeia, funcionando também como isolante
térmico.

Devido a isso, € de grande interesse o estudo da propolis.

2.2 Historia da Prépolis

A prépolis (CAS N°. 9009-62-5) se tornou um dos muitos produtos naturais
utilizados durante pela humanidade durante os séculos, sendo conhecida desde os
tempos remotos. Seu uso ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e
egipcios. No primeiro texto médico conhecido por "Livro de producdo de Medicamentos
para todas as partes do Corpo Humano", narrado no papiro de Ebers e escrito ha cerca
de 1.700 a.C., se faz mencao a propolis como produto medicinal. No antigo Egito (1700
A.C.; “cera negra”) era utilizada como um dos materiais para embalsamar os mortos
(“cera negra”) (PEREIRA et al., 2015).

Ja na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, a propolis foi amplamente
utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes. Durante a segunda guerra mundial,
foi empregada em varias clinicas soviéticas. Na antiga URSS, a prépolis se destacou
tanto na medicina humana como na veterinaria, com aplica¢des inclusive no tratamento
da tuberculose, notando-se a regressao dos problemas pulmonares e recuperacao do
apetite.

Os gregos a adotaram como cicatrizante interno e externo. Plinio, um famoso
historiador romano, refere-se a prépolis como medicamento capaz de reduzir inchacos e
aliviar dores.

Na metade dos anos 80, a propolis tornou-se um produto importante na
medicina complementar. Atualmente, a prépolis é comercializada pela industria
farmacéutica como uma medicina alternativa. Desde os anos 80, ela vem sendo
largamente utilizada em suplementos alimentares e beberagens, como preventivo de

enfermidades e em aplicacdes topicas (PEREIRA et al., 2015).
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2.3 Caracteristicas da Propolis

A prépolis possui propriedades biologicas valiosas:

e Antibacteriana;

e Antioxidante;

¢ Anti-ininflamatério;

e Antineurodegenerativa;

e Antitumoral;

e Antifangica;

e Antiprotozoaria;

e Antiviral;

e Hepatoprotetor,

e Anestésico local;

e E livre eliminacédo de radicais.

A propolis, também conhecida como cola de abelha, no que diz respeito a sua
coloracéo, depende de sua procedéncia (origem botanica), podendo variar desde o verde
pardo, castanho, marrom claro ou escuro, negro, amarelado. Ela também apresenta um
odor caracteristico que pode variar de uma amostra para outra. Seu ponto de fusdo pode
variar entre 60 e 70 °C, e em alguns casos, pode chegar em até 100 °C (BASTOS, 2010).

E uma substancia rigida, mas quebradica quando fria e que quando aquecida,
se torna maleavel. Parece interagir de maneira forte com os 6leos e proteinas da pele, e
sua remocao da pele humana é dificil. Possui caracteristica elastica, com consisténcia
viscosa, sabor adstringente, acre, por vezes levemente amargo, com cheiro agradavel e
adocicado (BASTOS, 2010). A composi¢éo quimica é altamente complexa e variada. E
intimamente relacionada com a flora da regido visitada pelas abelhas para a coleta de
material (RODRIGUES, 2017). De forma geral, a composi¢éo da propolis consiste em:

e 50 a 60 % de resinas e balsamos;

e 30 a 40% de ceras;

e 5a10 % de 6leos essenciais;

e 5% de gréaos de polen;

e microelementos como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés e
pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E. (LUSTOSA, 2008).

A propolis é considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas
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em fontes naturais. Seus mais de 300 constituintes ja foram identificados e/ou
caracterizados em diferentes amostras de propolis. O maior grupo de compostos
presentes na propolis sédo os flavonodides, que juntamente com os acidos carboxilicos
modificados, sdo responsaveis pela bioatividade contra varios microorganismos
patogénicos (ADELMANN, 2005).

As propriedades bioldgicas da propolis estdo diretamente ligadas a sua
composicdo quimica. Por conta disso, torna-se o maior problema para o uso da prépolis
em fitoterapia, pois a composi¢cao quimica varia com a flora da regido, partes da planta,
e época da colheita, com a técnica empregada, assim como com a espécie da abelha.
Este conjunto exerce uma enorme importancia nas propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas (PEREIRA et al., 2015).

No Brasil sdo notadas tanto propriedades biolégicas como composicdo
guimica distintas para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais. Essa
variacdo é explicada pela grande biodiversidade brasileira, assim como também a
habilidade bioquimica das abelhas em alterar a composicdo nativa ou adicionar
componentes proprios a prépolis (PEREIRA et al., 2002).

Onde observa-se uma menor variagdo da composi¢cao quimica da prépolis é
nas regides temperadas do planeta, como, por exemplo, na Europa, onde seus principais
compostos bioativos sédo os flavondides (flavonas, flavonadis e flavanonas). A principal
fonte botanica das zonas temperadas € exsudato de broto de espécies de Populus e
seus hibridos (ADELMANN, 2005). Isso é se da na Europa, América do Norte e regides
n&o tropicais da Asia e Nova Zelandia, onde espécies introduzidas de alamo séo fontes
botanicas para as abelhas (BANKOVA et al., 2000).

Nas zonas temperadas do hemisfério norte, as abelhas coletam a propolis
apenas no verao (incluindo final da primavera e comec¢o do outono - cerca de quatro
meses) e por isso as variagdes sazonais na composicao da propolis sdo insignificantes.
Ja no Brasil, a coleta de propolis acontece durante todo o ano, deste modo existe uma
variacdo sazonal na composi¢cdo. Porém, a diminuicdo em alguns componentes
biologicamente ativos como os fendlicos sdo acompanhados pelo aumento de outros,
por exemplo, acidos diterpénicos. Desta forma, pode-se esperar que algumas atividades
bioldgicas, relacionadas a estes compostos, como antibacteriana e antifiUngica, sejam
similares em diferentes estacfes do ano (BASTOS, 2010).

Como ja visto, o perfil de moléculas bioativas da propolis bruta varia de acordo

com alguns aspectos, tais como: sua origem geografica e botanica, estacdo do ano,
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genética das abelhas e fatores ambientais. A qualidade e quantidade da prépolis
coletada depende da diversidade e disponibilidade de plantas, fonte e prazo de coleta,
técnicas e praticas dos apicultores, bem como a salde ambiental.

As armadilhas coletoras especiais colocadas diretamente nas armacdes e sob
o telhado, ou nas laterais de uma colmeia, sdo métodos de colheita comumente usados
gue garantem a extracdo de propolis sem contaminacédo. As armadilhas sdo redes de
nylon ou plastico com pequenos orificios que estimulam as abelhas operéarias a
preencher a armadilha de propolis (Figura 2). A prépolis coletada é removida das redes
congeladas flexionando-as ou escovando-as. A matéria-prima é geralmente moida,
peneirada e extraida usando solventes como etanol (EtOH), glicol ou agua.

O perfil quimico dos extratos de prépolis também dependerda do tipo de

solvente de extracao, proporcao de solvente e procedimentos de extracao.

Figura 2 - Dois tipos de armadilhas coletoras e prépolis bruta
colhida.

Fonte: Moleculs (2021).

2.4 Tipos de propolis e moléculas-chave

O tipo de prépolis mais abundante na Europa, Asia e América do Norte é a
propolis de alamo, com origem vegetal de Populus spp., principalmente P. nigra L. A
prépolis de alamo é rica em flavonas, flavanonas, acidos fendlicos e seus ésteres. A
prépolis de bétula da Russia também é rica em flavonas e flavondis, mas de um tipo
diferente da propolis de 4dlamo. Nas areas tropicais, o principal recurso para a propolis
verde do Brasil € Baccharis spp., especialmente B. dracunculifolia.
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Este tipo é rico em diterpendides e fenilpropandides prenilados, como artepillin
C (acido 3,5-diprenil-4- hidroxicinamico; (1) e éster alilico do acido 3-prenilcinamico (2),
que sao usados como marcadoresde propolis verde (Figura 3). A prépolis vermelha
brasileira é caracterizada pela isoflavona formononetina (3) e isoliquiritigenina (4) (Figura
3). A prépolis vermelha cubana € rica em benzofenonas poliisopreniladas como a

nemorosona (5a,b) (Figura 3).

Figura 3 - Estruturas moleculares de marcadores representativos da
propolis brasileira e cubana: acido 3,5-diprenil 4-hidroxicinamico (1),
éster alilico do acido 3-prenilcinamico (2), formononetina (3),
isoliquiritigenina (4), nemorosona (5a, b).

Fonte: Molecules (2021)
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Figura 4 — Composto fendlicos da propolis brasileira com atividade
antimicrobiana

OH

DCBEN

Acido 3- prenil-4-hidroxicinamico 2,2-Dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano

DHCA - Artepillin C

Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico Acido 6-propengico-2-2-dimetil-8-
prenil-2H-1-benzopirano

Fonte: Marcucci et al. (2001).

Marcucci et al. (2001) isolaram e identificaram quatro compostos da propolis
brasileira, conforme a Figura 4: (1) acido 3- prenil-4- hidroxicindmico (PHCA), (2) 2,2-
dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano  (DCBEN), (3) acido  3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (DHCA), e (4) 2,2-dimetil-6-carboxietenil-8-prenil-2H-1-benzopiran
(DPB). Todos os compostos foram testados contra Trypanosoma cruzie e as bactérias
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus
faecalis. Os compostos de (1) a (3) foram ativos contra Trypanosoma cruzie e com
excecdo do composto (1), todos os compostos apresentaram atividade contra as
bactérias testadas.

A geopropolis € um tipo ligeiramente diferente de cola de abelha, uma mistura
de resinas, cera, argila ou solo. Santos et al. (2007) determinaram polifendis, flavanonas,
terpendides, mas também derivados di- e trigalloil e fenilpropandide heterosideo em
extratos hidroetandlicos de geopropolis, enquanto os principais compostos fendlicos da
geopropolis do Brasil foram o acido galico (6) e elagico (7). (Figura 5).
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Figura 5 - Estruturas moleculares de marcadores representativos
da geopropolis brasileira: &cido galico (6), acido elagico (7).

0
HO HO O
no@»coon HO O O OH
HO O OH
¢ 0
7

Fonte: Molecules (2021).

Os flavondéides mais abundantes encontrados em amostras de propolis da Italia
foram crisina (8), galangina (9), pinocembrina (10) e pinobanksin-30-acetato (11). Os
acidos fenolicos mais representativos foram o acido cafeico (12), acido p-cumarico (13)
e acido ferulico (14), assim como seus derivados, acido 3,4-dimetoxicafeico (15); e acido
cafeico prenil (16), benzil (17), feniletilico (18; CAPE) e cinamilico (19) ésteres (Figura
5). Este tipo de contetdo de polifendis é tipico da propolis de alamo.

Figura 6 - Estruturas moleculares de marcadores representativos de
propolis de &lamo: crisina (8), galangina (9), pinocembrina (10),
pinobanksin-30-acetato (11), acido cafeico (12), acido p-cumarico (13),
ferdlico acido (14), acido 3,4-dimetoxicafeico (15; DMCA), acido cafeico
prenil (16), benzil (17), feniletil (18; CAPE), ésteres de cinamilico (19).

OH O OH O OH O OY
R

0 C L X
HO = 0O HO (@) O HO 9) O

8:R=H 10 11
9: R= OH
R? HO
\_7" \ COOR? \—Coor

12: R!,R?%= OH, R H 16: R= -CH=C(CHj),

13: R'=OH, RLR*< H 17: R=-CH,C H;

14: R'= OH, R?>= OCH,, R®*=H 18: R= -CH,CH,CH;

15: R',R%= OCH,, R*H 19: R= trans-CH,CH=CHCH;

Fonte: Molecules (2021).

Devido a tantos tipos de propolis com diferentes moléculas bioativas, Bankova

(2005) prop6s a padronizacdo de acordo com a origem botanica e o perfil quimico



23

correspondente. Para propolis do tipo alamo, marcadores representativos mencionados
anteriormente podem ser usados para identificacdo e padronizacdo do extrato de
propolis do tipo alamo. A presenca de marcadores em concentracdes relevantes deve
ser usada apenas para padronizacdo e ndo como medida direta de atividade, pois €
impossivel atribuir a atividade de uma mistura complexa a poucos componentes.

Os polifendis sdo metabdlitos secundarios de plantas com um papel essencial
na resposta a estressores bidticos (patdgenos de plantas, herbivoros) e condi¢des de
estresse abiotico, como seca e frio. Com base em sua estrutura molecular, eles podem
ser divididos em flavondides e ndo flavondides. Flavona crisina, flavonol galangina e
flavanona pinocembrina séo flavonéides, enquanto os néo flavonoides mais abundantes
sdo acidos fendlicos subdivididos em derivados do &cido benzoico, como acido galico (6)
(Figura 3), acido protocatecuico (20) (Figura 6) e derivados de acido cinamico: acidos

cafeico (12), p-cumarico (13) e ferulico (14) (Figura 4).

Figura 7 - Estruturas moleculares do &cido protocatecuico (20) e
do kaempferol (21).

OH O

HO O OH
I
HO«OCOOH HO 0 O
OH

20 21

Fonte: Molecules (2021).

Os compostos fendlicos sao substancias que apresentam um anel aromatico
no qual ao menos um hidrogénio € substituido por um grupo hidroxila. Os flavonoides
sdo uma das classes de compostos fendlicos e possuem uma estrutura basica
constituida de 15 atomos de carbono dispostos em uma configuracdo C6-C3-C6, onde
os dois anéis C6 sao aromaticos (anéis A e B) e sdo conectados por uma ponte de trés

carbonos que geralmente possuem um atomo de oxigénio (anel C) (Figura 8).
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Figura 8 - Estrutura basica dos flavonoides

c |

A

Fonte: Buriol, 2008.

Figura 9 - Flavonoides encontrados na propolis

HO

Crisina Gialangira

Fonte: Buriol, 2008.

Os flavonoides pinocembrina, apigenina, galangina, crisina, quercetina e
kaempferol sao comumente encontrados na propolis (Figura 9).

Os acidos fendlicos também pertencem ao grupo dos compostos fendlicos e
sao caracterizados por possuir um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos hidroxilas e/ou metoxila na molecula. Eles s&o divididos formalmente
em derivados do acido benzéico (Tabela 1), como o &cido gélico e derivados do &cido
cindmico (Tabela 2) como o acido p-cumarico. Os acidos fendélicos possuem atividade
antioxidante. Essa atividade antioxidante e geralmente determinada pelo nimero de
hidroxilas presentes na molécula e também com a proximidade do grupo -CO2H com o
grupo fenil. Quanto mais préximo esse grupo estiver do grupo fenil maior sera a

capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicao meta.
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Tabela 1 — Principais acidos fenolicos derivados
do acido benzdico

Derivados do Acido Benzéico Substituintes
R; = OH (Acido Salicilico)

P, P, R; =Ry = OH (Acido Gentisico)
Ri=OH (Acido p - hidroxibenzéico)
Fs COOH
Rz = R; = OH (Acido Protocatequinco)
By R; = OCHj ; Ry = OH (Acido Vanilico)

R, =R3 =Ry = OH (Acido Galico)

R, =Ry = OCHj; R3 = OH (Acido Siringico)

Fonte: Buriol, 2008.

Tabela 2 — Principais &cidos fendlicos derivados
do acido benzdico

Derivados do Acido Cindmico Substituintes
R;=R; =R3; =Ry =H (Acido cinfimico)

R; =0H (Acido 0- cumérico)
Ry Ry

Rz = OH (Acido m- cumérico)
Ry CH=CH—COOH
Rs = OH (Acido p- cumérico)

Ry -
Ry = R; = OH (Acido Caféico)

Rz = OCHs; R3 = OH (Acido Ferilico)

R, =R4= OCHj; R; = OH (Acido Sinapico)

Fonte: Buriol, 2008.

Recentemente a propolis brasileira foi classificada em 12 tipos (Tabela 3) de
acordo com a composicdo quimica e as atividades biolégicas. Cinco tipos sao
provenientes da regido sul, um proveniente do sudeste e centro-oeste, e seis
provenientes do nordeste. Os tipos que apresentaram melhor atividade microbiana foram
G3, G6 e G12. Um novo tipo de propolis proveniente da regido de mangue do estado do
Alagoas, cuja origem botéanica e a leguminosa Dalbergia ecastophyllum, conhecida
popularmente como rabo de bugio devido a sua coloracdo vermelha intensa, foi
classificada como 13° tipo de prépolis brasileira e vem demonstrando varias atividades
biol6gicas. Essa classificagéo é constantemente atualizada conforme estudos identificam

novos tipos de propolis.
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Tabela 3 — Classificacdo das propolis brasileiras de Abelhas
Apismellifera segundo Yong Park
Extrato Etanélico de Prépolis

Tipos o Substfincias Origem da
Solaveis (%) prépolis

G1 (RSS) Amarelo 63,0 Regido Sul

G2 (RS1) Castanho Claro 57.5 Regido Sul

G3 (PR7) Castanho Escuro 65,0 Regido Sul

G4 (PR8) Castanho Claro 54,5 Regido Sul

G5 (PR9) Marrom Esverdeado 58,7 Regido Sul
G6 (BA1l) Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
G7 (BAS1) Marrom esverdeado 43,8 Regido Nordeste
G8 (PES5) Castanho Escuro 41,3 Regifio Nordeste
G9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
G10 (CE3) Amarelo Escuro 24,1 Regido Nordeste
G11 (PI1) Amarelo 23,1 Regidio Nordeste
G12 (SP12) | Verde ou Marrom Esverdeado 61,0 Regido Sudeste

Fonte: PARK et. al., 2000. [20]

2.5 Atividade da proépolis
2.5.1 Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante é um parametro utilizado separadamente ou em
conjunto com outros para caracterizar diferentes materiais biolégicos. Esta atividade esta
relacionada com compostos capazes de proteger um sistema biolégico contra os efeitos
danosos de processos ou reacdes que causam oxidacdo excessiva (ADELMANN, 2005).

Pesquisas relacionadas com prépolis tem se mostrado muito importantes
devido seu amplo espectro de efeitos, incluindo suas propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, antivirais e anti-inflamatorias (PEREIRA, 2015).

A ocorréncia de diversas doencas esta relacionada a aumentos nos niveis de
radicais livres em nosso organismo, tais como: doencas cardiovasculares; doencas
reumaticas; doencas neurologicas; doencas psiquiatricas; envelhecimento precoce;
neoplasias; osteoporose; diabetes e inflamacéo (PEREIRA, 2015).

Além dos polifendis, a propolis contém uma extensa gama de outros
compostos com a propriedade de remover esses radicais livres em excesso de nosso
organismo (MARQUELE et al., 2005). Diversos grupos de pesquisadores tém relatado
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essa propriedade da prépolis, e muitos deles chegaram a isolar diversos compostos que
seriam 0S responsaveis por essa propriedade antioxidativa. Estes grupos de
pesquisadores sdo unanimes em atribuir aos flavondides, principalmente ao éster

fendlico do acido caféico, esta propriedade farmacoldgica.

2.5.2 Acédo Anti-Inflamatoéria

Algumas substancias conhecidas por sua capacidade de inibir a inflamagé&o
como &cido salicilico, apigenina, acido felirico e galangina, foram identificadas na
prépolis por Krol et al. (1996).

Mirzoeva e Calder (1996) indicararam &cido cafeico, quercetina e narigenina,
como principais responsaveis pela propriedade anti-inflamatéria. Observaram,
supressdo de prostaglandinas e leucotrienos de macrofagos peritoniais de ratos, apés
peritonite aguda induzida.

A propolis possui propriedades anti-inflamatérias que foram descritas
principalmente contra doengas do sistema muscular articular e outros tipos de

inflamacoes, infeccbes, reumatismos e tor¢cdes (PEREIRA, 2015).

2.5.3 Atividade Antibi6tica

No Brasil, a diversidade de plantas medicinais utilizadas como forma
alternativa, tem estimulado os estudos para o isolamento de seus principios ativos e isto
tem comprovado as atividades antimicrobianas relatadas (PEREIRA, 2015).

As caracteristicas fitoterapicas da maioria das plantas medicinais estédo
relacionadas ao controle de processos inflamatérios e micoses.

A primeira publicacdo nacional sobre a atividade biolégica da prépolis tratou
de um estudo comparativo do efeito do extrato de propolis e antibidticos na inibicdo da
bactéria Gram-positiva Staphylococcus aureus (ADELMANN, 2005).

A acao antibiotica da propolis tem sido amplamente investigada e depende do
solvente utilizado para preparar o extrato, sendo que ao mais utilizados séo os extratos
etandlicos de propolis (PEREIRA, 2015).

Alguns pesquisadores relatam a viabilidade do extrato oleoso de prépolis que
foi capaz de extrair substancias bioativas responsaveis por atividade antibiotica e

citotoxica e que conserva as caracteristicas organolépticas da propolis (PEREIRA,
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2015).

Uma técnica de higienizacao alternativa dos alimentos pode envolver o uso
da propolis. De fato, este produto tem chamado ateng¢do nos ultimos anos com sua
provavel utilidade na industria alimenticia, bebidas e suplementos nutricionais, ja que
tem apresentado potencial tanto bacteriostatico quanto bactericida (PEREIRA, 2015).

De acordo com alguns pesquisadores, a propolis possui acdo sinérgica de
seus componentes bastante relevante, podendo se constituir como alternativa
terapéutica para a resisténcia microbiana, porém dependente de sua composi¢ao
(PEREIRA, 2015).

Tabela 4 - Listagem de microrganismos de importancia sanitaria e
econdmica que se apresentaram susceptiveis aos efeitos de tratamentos
realizados com extratos de prépolis

BACTERIA

IMPORTANCIA

FONTE BIBLIOGRAFICA

Aerobacter aerogenes

Infecg¢des nosocomiais; infecgdes oportunistas

Adelmann, (2005)

Agrobacterium fumefaciens

Patogeno grave de nozes, uva para
vinhos , frutas, beterraba , rabanete

Bianchini; Bedendo, (1998); Basim et al.
(2006)

Alcaligenes sp

Septicemia hospitalar em pacientes
imunocomprometidos

Adelmann, (2005)

Bacillus brevis

Oxida monoxido de carbono aerobicamente;
raramente associado a doengas infecciosas

Adelmann, (2005)

Bacillus cereus

Compete com outros microrganismos, tais
como a Salmonella e
a Campylobacter no intestino; Causa
intoxicagdo alimentar

Adelmann, (2005)

Bacillus megatherium

Solubiliza fosfatos naturais existentes no solo,
disponibilizando o fosforo para as plantas
cultivadas

Adelmann, (2005)

Produgdo de exopolissacdridos que protegem

Bacillus polymyxa as plantas contra agentes patogénicos Adelmann, (2005)
Bacillus pumilus Inibi o crescimento de patdgenos marinhos em
SE i} crustaceos Adelmann, (2005)
Bacillus sphaericus Bactéria usada como lﬂrf«'lcldﬂ no controle de Adelmann, (2005)
mosquitos

Bacillus subtilis

Nio patogénico

Adelmann, (2005)

Bordetella bronchiseptica

Pertussis ou coqueluche

Adelmann, (2005)

Branhamella catarrhalis

Meningite, Pericardite e pneumonia

Langoni et al., (1994); Fernandes JR. ef al.,
(1995, 1997); Nieva Moreno er al., (1999),

Cellulomas fimi

Conversdo de celulose em glicose

Adelmann, (2005)

Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis

Apodrece o tecido vascular dentro de

Bianchini, Bedendo (1998)

tubérculos de batata



Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis

Infecgdo vascular invadindo os vasos do
xilema obstruindo-os; provoca a podridao
anelar da batata

29

Piermann et al. (2007); Zignago Paulo, et
al_(2010)

Escherichia coli

Gastroenterites; Apendicite; meningite;
Septicémia

Castaldo; Capasso (2002); Langoni et al.
(1996), Pinto et al. (2001, 2003); Franesi
(2007)

Enterococcus faecalis

Infecga@o urinaria, meningite e bacteriemia

Lu et al., (2005); Marcucci et al., (2001);
Oliveira et al., (2006); Packer; Luz (2007)

Erwinia carotovora subsp
carotovora

Manchas de aparéncia aquosa e amolecimento
dos tecidos circundantes; ataca todas as partes
da planta

Piermann ef al. (2007)

Helicobacter pylori

Gastrite

Banskota et al. (2001); Boyanova et al
(2005)

Klebsiella pneumoniae

Bactéria hospitalar, potencializada em

Castaldo; Capasso (2002)
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hospedeiros com baixa imunidade

Leuconostoc mesenteroides

Producdo de 4cido lactico em embutidos
fermentados

Adelmann, (2005)

Micrococcus luteus

Bactéria hospitalar, potencializada em
hospedeiros com baixa imunidade

Franesi (2007)

Fonte: Pereira et al., 2015.

Na Tabela 4 e 5 sdo listadas algumas espécies de microrganismos de
importancia econdmica para os reinos vegetal e animal, citados em artigos cientificos

como susceptiveis a acdo antibidtica de extratos de propolis de diferentes regides do

globo.

Tabela 5 - Listagem de microrganismos de importancia sanitaria e
econOmica que se apresentaram susceptiveis aos efeitos de tratamentos
realizados com extratos de propolis (continuacao)

HUSPLULIIYS LU UdihG LU s

Nocardia globerula

Sintese organica: actividade de nitrilo-
degradantes

Adelmann, (2005)

Pasteurella multocida

Infecgdes enzoodticas em humanos e animais

Garcia et.al., (2004)

Proteus mirabilis

Infec¢do urindria

Vargas ef al. (2004)

Proteus vulgaris

Infecgdes do tracto urinario

Adelmann, 2005; Castaldo e Capasso
(2002)

Pseudomonas aeruginosa

Bactéria hospitalar, potencializada em
hospedeiros com baixa imunidade

Luetal, (2005), Marcucci et al.,, (2001),
Oliveira ef al., (2006); Packer; Luz, (2007)

Pseudomonas syringae pv

Pode infectar uma grande variedade de
espécies, e existe como mais de 50

Basim ef al. (2006__a); Piermann ef al.

fomato diferentes patovares (2007)
Pseudomonas corrugata Causa a necrose da medula em tomate Basim et al (20?2%3))7 Piermann ef al

Pseudomonas syringae pv.
phaseolicola

Provoca a areola do feijoeiro

Basim ef al. (2006__a)

Pseudomonas. savastanoi pv.

savastanoi

Ataca um grande numero de plantas; formagao
nodulos ¢ induzida por 4cido indolacético
durante a biossintese pela bactéria

Basim ef al. (2006__a)

Ralstonia solanacearum

Murcha bacteriana do tomateiro

Basim efal. (2006 b)

Rhodococcus equi

Pneumonia necrotizante

Vargas et al. (2004)

Salmonella sp

Infecgoes sistémicas; febre tifoide;
gastroenterite

Orsi et al., (2005); Vargas et al. (2004)

Salmonella typhimurium

Fermentadora de lactose

Daugsch, (2007)

Sarcina lutea

Flora da pele de mamiferos; responsaveis pelo
0 odor corporal

Adelmann, (2005)

Serratia marcencens

Infecgdes hospitalares e urinarias

Rojas, (1989); Grange; Davey, (1990),
Nieva Moreno et al., (1999)

Staphylococcus aureus

Endocardite; Osteomielite; Pneumonia

Marcucci ef al., (2001);

Streptococcus pyogenes

Faringite; celulite; Fasciite necrosante

Lu eral, (2005), Marcucci et al., (2001),
Oliveira ef al., (2006); Packer; Luz, (2007)

Streptococcus mutans

Desenvolvimento de caries

Adelmann, (2005)




Streptococcus pyogenes

Faringite; celulite; Fasciite necrosante

Lu et al., (2005), Marcucci et al., (2001);
Oliveira et al., (2006), Packer; Luz. (2007)

Streptococcus mutans

Desenvolvimento de caries

Adelmann, (2005)

Xanthomonas axonopodis pv

Mancha oleosa do maracujazeiro

Lacerda, et al. (2012), Santana de Oliveira

passiflorae et al. (2013)
Xanthomonas axonopodis pv Crestamento bacteriano do feijoeiro Baldin, ez. al. 2014 ; Piermann et al. (2007)
phaseoli
Xanthomonas axoncpodis pv.

vesicatoria

Necroses em folhas e frutos de Solanaceaes

Basim et al. (2006__b)

Xanthomonas campestris pv
vesicatoria

Mancha foliar bacteriana do tomateiro

Piermann et al. (2007)

Xanthomonas translucens pv
ondulosa

Mancha foliar bacteriana

Piermann et al. (2007)

Xanthomonas campestris pv

Podriddo negra de Cruciferaceae; lesdes
necroticas que se estende desde as margens da

campestres N . . Piermann et al. (2007)
folha e escurecimento dos tecidos vasculares
FUNGO IMPORTANCIA FONTE BIBLIOGRAFICA
Infecgdes oportunistas como a aspergilose
Aspergillus flavus (colonizagdo das vias e do trato respiratorio) e

alergias respiratorias

Ghaly et. al. (1998)

Candida tropicalis

Candidiase

Sforcin et al., (2001)

Candida albicans

Candidiase

Sforcin et al., (2001)

Geothrichum candidum

Infec¢des pulmonares ou bronco pulmonares

Grange; Davey, (1990); Fernandes JR. et
al., (1995, 1997); Tosi et al., (1996); Nieva
Moreno ef al., (1999);

Micrococcus lysodeikticus

Flora da pele de mamiferos

Adelmann, (2005)

Trichophyton mentagrophytes

Dermatofitoses no couro cabeludo

Siqueira (2008)

Trichopyton rubrum

Causador de dermatomicoses superficiais

Franesi (2007)

Trichophyton tonsurans

Fungo dermatofito

Siqueira (2008)

ALGA

IMPORTANCIA

FONTE BIBLIOGRAFICA

Prototheca zopfii

Mastite bovina

Tosi et al., (1996); Nieva Moreno et al .,
(1999); Kujumgiev et al., (1999)
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Fonte: Pereira et al., 2015.

2.6 Mercado

Em 2020, a prépolis no Brasil teve uma grande valorizacdo em decorréncia
da demanda crescente para todos os tipos de propolis, 0 que provavelmente teve relacao
com a crenca de que os produtos a base de propolis podem ajudar no tratamento da
COVID 19. A exportacao cresceu cerca de 30% desde 2019, no inicio da pandemia.

A partir disso, a producao de prépolis no estado de Minas Gerais foi estimada
entre 80 e 100 toneladas por ano, correspondendo a 90% da producédo nacional.
Também houve um aumento da procura por prépolis no mercado nacional. Somente
considerando o estado de Minas Gerais, 0 aumento girou em torno de 30%, e ao
observar a regido Nordeste, o aumento chegou a ficar entre 250 e 300%. A raspa da
propolis passou de R$ 70,00 para R$ 250,00.

O mercado global de propolis foi avaliado em 607,10 milhdes de ddlares em
2020 e deve registrar uma taxa de crescimento 5,48% durante os anos de 2021 a 2026.

A propolis da Regidao Sudeste do Brasil é a propolis mais bem cotada no
mercado internacional, principalmente a propolis verde cuja origem botanica é a planta

Baccharis dracunculifolia, conhecida popularmente como alecrim-do-campo. Os
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principais componentes da propolis verde sao os fenilpropandides prenilados, que séo
acidos fendlicos contendo um grupo prenila. Essas substancias sédo formadas a partir do
acido cinamico e seus derivados (acidos p-cumarico, caféico, fenilico e sinapico), como
a artepillin C (acido 3,5-diprenil-4- hidroxicindmico), marcador quimico da propolis verde,
sendo a substancia majoritaria.

No Brasil a propolis é comercializada principalmente sobre a forma de extratos
alcodlicos e aquosos e sao encontrados mais comumente extratos da prépolis verde (de
maior valor comercial) e outros sem denominagBes. Os produtos apicolas sé&o
registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
apresentam legislacfes especificas. Para assegurar a qualidade da propolis tanto na
forma bruta quanto na forma de extrato utilizam-se as normas do Regulamento Técnico

de Identidade e Qualidade da Propolis.

2.8 Extracéao

2.8.1 Métodos de andlise de extratos de propolis

Nas analises corriqueiras de controle de qualidade, os flavonoides totais
expressos em quercetina tém sido usualmente identificados por espectrofotometria no
UV através da reacdo com o cloreto de aluminio. Esta técnica para a identificacdo de
flavonoides totais em propolis (Savi et al., 2017) foi adaptada das andlises de flavondides
em plantas, onde normalmente se encontra a quercetina. Estas substancias absorvem
radiacdo eletromagnética na faixa do ultravioleta (UV) e do visivel. O uso do complexante
cloreto de aluminio (AICI3) no diagnéstico da presenca de alguns grupamentos quimicos
foi feito pela primeira vez empregando-se antocianinas. Trata-se de um pigmento cuja
estrutura quimica pertence ao grupo dos flavondides, encontrado principalmente em
flores, mas muitas vezes, também, em frutos, com uma colorac¢do de vermelho a azul,
com variagdes intermediarias. O cétion aluminio forma complexos estaveis com 0s
flavondides em metanol, ocorrendo na analise espectrofotométrica um desvio para
maiores comprimentos de ondas e uma intensificacdo da absor¢cdo. Desta maneira, €
possivel determinar a quantidade de flavondides, impedindo-se a interferéncia das outras
substancias fendlicas, principalmente os acidos fendlicos presentes na propolis. A leitura
é feita em espectrofotdmetro a 425 nm, utilizando-se uma solugéo de cloreto de aluminio.

Nestas condi¢bes o complexo Flavondide-Aluminio absorve em comprimentos de ondas
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maiores do que o flavondide sem a presenca do complexante.

Aspectos como qualidade e composi¢cdo dos produtos fitoterapicos estao
fundamentalmente relacionados com a técnica de extracdo empregada na preparacao
dos extratos de produtos naturais. O procedimento de extragdo é determinado pela
familia de compostos a ser extraida e se o objetivo € quantitativo ou qualitativo.
Compostos polares como os acidos fendlicos séo geralmente extraidos utilizando agua,
etanol ou uma mistura de agua e etanol (OLIVEIRA, 2010).

A extracao de substancias pode ser realizada de diferentes maneiras, a qual
envolve normalmente uma extracao simples, quando a amostra é deixada em contato
com o solvente a frio por um tempo determinado, com ou sem agitacdo, ou por uma
extragcdo exaustiva, que utiliza um aparelho com solvente aquecido, passando
continuamente através da amostra (PEREIRA, 2008).

A extracdo de substancias biologicamente ativas pode ser realizada através
de técnicas convencionais de extracdo como a maceracgao e a extracdo Soxhlet. Nestas
extracbes sdo utilizados diversos tipos de solventes como &lcoois metilico, etilico e
propilico; hexano; cloroférmio; acetato de etila; acetona; entre outros. Estas técnicas sao
comumente aplicadas nas industrias quimica, farmacéutica e de alimentos para a
producado de extratos diversos.

A maneira mais comum para se extrair 0s principios ativos da propolis bruta é
por extracao simples, conhecida como maceracao. O tempo de contato da prépolis bruta
com o solvente pode variar de semanas a meses, com ou sem agitacao, a temperatura
ambiente ou n&o.

Na literatura sdo reportadas diferentes técnicas de extracdo para a obtencao
de extratos de propolis, como a extracdo soxhlet e maceracao, sendo que esta Ultima é
a técnica mais utilizada. Os procedimentos adotados em cada trabalho visam objetivos
diferentes, tais como avaliacdo de atividades biolégicas, de rendimento, de origem
boténica entre outros.

Cunha et al. (2004) avaliaram os fatores que influenciam no rendimento e
composicao dos extratos de propolis verde da regido sudeste do Brasil. A maceracéo foi
realizada utilizando etanol absoluto e diluido a 70 %, 50 % e 30 % (v/v) com agua
destilada, além de alcool comercial de cereais (96° GL), por periodos de 7, 10, 20 e 30
dias, com e sem luz. Na extracdo soxhlet foi utilizado etanol absoluto e agua destilada
como solventes por um periodo de 24 h a 60 °C. O rendimento do extrato de propolis

aumentou com o conteudo etandlico no solvente sendo que, este aumento estabilizou
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usando solventes com 70 % ou mais de etanol. O uso da extracdo soxhlet diminuiu o
tempo de extracdo e aumentou o rendimento.

Park e Ikegaki (1998) obtiveram extratos de propolis do estado de Minas
Gerais no Brasil através da maceracao, utilizando misturas de agua destilada e etanol
contendo de 0 a 95% (v/v) de etanol, com agitacao a 70 °C por 30 min. Os extratos foram
avaliados em termos de atividade antioxidante, antimicrobiana e inibicdo da atividade da
hialuronidase. Os extratos obtidos com 60 a 80 % de etanol apresentaram os melhores
resultados de atividade antioxidante e antimicrobiana.

Sforcin et al. (2000) utilizaram a maceracao de 30 g de prépolis em 100 mL
de alcool etilico 95° GL, com agitacdo moderada, a temperatura ambiente, por uma
semana. Os extratos foram utilizados para avaliar o efeito da sazonalidade na atividade
antibacteriana da prépolis brasileira.

Kumazawa et al. (2004) utilizaram a maceracdo com etanol absoluto a
temperatura ambiente por um periodo de 24 h para obter EEP de vérias origens
geograficas. Os extratos foram avaliados em termos de atividade antioxidante, contetdo
de fendlicos totais e flavonoides.

Nagai et al. (2003) obtiveram extratos aquosos de prépolis brasileira através
de maceracao de 50 g de propolis com 5 volumes de agua destilada, com agitacédo a 20
°C por 24 horas. Foram determinados a atividade antioxidante e o efeito contra os
radicais livre anion superoxido, hidroxil e DPPH dos extratos obtidos.

Park et al. (2002) extrairam 2 g de propolis com 15 mL de etanol 80 % (v/v), a
70 °C por 30 min. e sob agitacdo constante para obter EEP do sul do Brasil, Argentina e
Uruguai. Os extratos foram utilizados para determinar evidéncias fitoquimicas da origem
vegetal das prépolis analisadas.

Banskota et al. (2000) extrairam prépolis de diversas origens com agua a 80
°C por 3h. Apoés afiltracdo o filtrado foi liofilizado resultando no extrato aquoso e o residuo
foi novamente extraido com metanol em refluxo por 3 h para obter o extrato metandlico.
Os extratos foram utilizados para determinar a atividade sequestrante do radical DPPH,
atividade citotoxica e hepatoprotectiva.

Novas formas de extracdo foram examinadas. Maceragdo e a extragcao
Soxhlet estdo entre os métodos tradicionais utilizados durante a extracdo de algum
composto encontrado em prépolis. Uma vez que a aplicacdo de métodos tradicionais de
extracdo possui algumas propriedades como tempo de extracéo, alto custo de extracao,

grande quantidade de evaporacao do solvente, necessidade de alta temperatura de
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aplicacao e instabilidade de alguns compostos (compostos aromaticos), novos meétodos
mais promissores tém sido propostos.

Essas novas aplicagBes incluem extracdo de fluido supercritico, extracdo
assistida por ultrassom, extracdo assistida por alta pressédo e aplicacbes de extracao
assistida por micro-ondas. A maioria desses métodos de extracdo apresenta vantagens
promissoras, como encurtar o longo tempo de extracdo, diminuir o custo de producéo,
evitar evaporagdo excessiva de solventes e permitir a estabilidade de compostos
afetados por temperaturas. Desta forma, importantes compostos de prépolis (compostos
fendlicos) tornam-se estaveis durante o processamento e se observa os efeitos positivos
na saude humana (antioxidantes, propriedades antimicrobianas e antivirais).

A maceracdo € o método mais antigo usado para extracdo de compostos
ativos de materiais vegetais usando diferentes liquidos de imerséo.

As extracOes assistidas por ultrassom sédo brevemente realizadas com base
nos efeitos mecanicos da cavitacdo. O método de extracdo assistida por micro-ondas é
realizado brevemente aquecendo o solvente com o efeito do calor e a aderéncia do
material extraivel ao solvente. Alguns pesquisadores determinaram que este método
reduz o tempo de extracdo gracas ao rapido aquecimento do solvente. Além disso, a
extracdo assistida por micro-ondas reduziu significativamente o tempo de extracdo em
comparacdo com a extracdo assistida por ultrassom e maceracdo. No entanto, a
aplicacédo ultrassonica é realizada com menos calor do que a de micro-ondas, uma vez
que fornece uma grande quantidade de energia na forma de estado térmico final.
Trusheva e coautores relataram que extracdes assistidas por ultrassom e micro-ondas
encurtam significativamente o tempo de extracdo em comparagcdo com 0s métodos
tradicionais de extracdo, proporcionando uma menor quantidade de custo de energia e
permitiu 0 uso de menos solvente nas extracbes. No mesmo estudo, obtiveram
resultados bem-sucedidos relacionados a extracdo de prépolis com extracdo assistida
por ultrassom por 30 minutos. Em outros estudos, os efeitos dessas técnicas foram
avaliadas, levando a resultados diferentes. Assim, a avaliacdo de diferentes métodos de
extracdo em diferentes condi¢cdes e solventes usados s&0 necessarios para maximizar
0S compostos bioativos de propolis. A avaliacdo desses métodos foi em diferentes
condicoes e seus efeitos sobre a prépolis sdo requeridos.

A extragdo assistida por ultrassom uma técnica inovadora, considerada
“tecnologia limpa” que ganhou interesse nos ultimos anos devido as suas excelentes

vantagens em comparagdo com as técnicas convencionais, incluindo o uso de baixos
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volumes de solvente, tempos de extracdo curtos, poucos requisitos instrumentais e
baixos impactos econdmicos e ambientais. Essa técnica emprega ondas ultrassonicas,
que apresentam frequéncias entre 20 kHz e 10 MHz, encontrado entre as ondas audiveis
e as faixas de micro-ondas. Dentro da faixa de ultrassom, duas regides podem ser
encontradas, a saber: (i) ultrassom de poténcia (20-100 kHz), caracterizada por alta
intensidade, utilizada para aplicacbes de extracdo e processamento; e (ii) sinal ou
ultrassom-diagnostico (100 kHz-10 MHz), empregado como técnica de diagndstico
clinico, e para controle e avaliacdo de qualidade.

Se trata de uma técnica de extracdo rapida e eficaz que usa ultrassom para
gerar movimento rapido de solventes, resultando em uma maior velocidade de
transferéncia de massa, bem como aceleracdo da extracdo. Comparado a outras
técnicas avancadas de extracdo, as extracbes por ultrassom sdo mais econdmicas,
ecologicamente correto e conveniente (TENG et al., 2016). As declaracbes foram
apoiadas por Boateng & Lee, 2013 onde € relatado que as extracdes por ultrassom sao
uma técnica simples e rapida, que consome menos energia, tempo e materiais,
produzindo assim produtos mais puros com maiores rendimentos (BOATENG; LEE,
2013).

Essa técnica pode ser realizada sob baixa temperatura de operacdo onde
pode evitar danos térmicos aos extratos e preserva as propriedades dos compostos
bioativos em termos de sua estrutura e molécula, assim séo vistos como uma opc¢ao ideal
para a industria de 6leo comestivel (TIAN et al., 2013). Também nao impedem o calor
danos em compostos bioativos, mas também evita danos em materiais vegetais (YANG
et al., 2017). Pode ser aplicado em duas técnicas diferentes, usando um banho
ultrassonico ou um transdutor de chifre ultrassénico. Banho ultrassénico que foi equipado
com um dispositivo de temperatura controlada que ajudou na recuperacao de compostos
termossensiveis, incluindo 6leos essenciais (FUAD & DOM, 2016).

Existem duas formas de irradiac@o ultrassdnica que sédo o contato direto ou
indireto com a amostra. Contato indireto significa que o contato acontece atraves das
paredes da amostra, como sistema de banho ultrassénico. O sistema de contato direto
€ mais eficaz no processo de extragdo, pois pode alimentar até 100 vezes melhor do que
0 contato indireto ou banho ultrassénico (MEDINA-TORRES et al., 2017).

Recentemente, tem havido muitos relatos sobre a aplicacédo de ultrassom na
extracdo de tracos compostos organicos do solo, tecidos animais e vegetais (TENG et

al., 2016). Além disso, a extragdo por ultrassom também esta bem reconhecida por exibir
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grandes efeitos sobre a taxa de varios processos de extragcdo em alimentos, produtos
farmacéuticos e industrias cosméticas (YANG et al., 2017).

As vantagens do uso de extracdo por ultrassom sao a facilidade de manuseio,
seguranca em termos de pressao atmosférica e temperatura ambiente, uso moderado
de solvente (MEDINA-TORRES et al., 2017). Também pode ser operado em temperatura
moderada, o que € adequado para compostos sensiveis ao calor (ILGHAMI et al., 2015).
Em contraste, as desvantagens do ultrassom sao a necessidade de etapa de filtracao e
possivel degradacédo de compostos em altas freqiiéncias.

2.9 Processo de extragdo assistido por ultrassom.

Extracdo assistida por ultrassom baseia-se no principio do ultrassom de
cavitacao acustica que induz através de uma série de ondas de compressao e rarefacao
nas moléculas do meio através do qual é capaz de danificar as paredes celulares da
matriz vegetal, além de favorecer a liberacdo de compostos bioativos (MEDINA-
TORRES et al.,, 2017). Durante a sonicacdo, a cavitacdo acustica produz bolhas de
cavitacao que provocam a quebra da parede celular da planta e, eventualmente, permite
facil percolac@o do solvente no material extraivel (BOATENG; LEE, 2013).

Em detalhes, o uso de ultrassom ou sonicacdo € quebrar as membranas
celulares que tem a vantagem de reduzir consideravelmente o tempo de extracao e
aumentando o rendimento extraido. A aplicacdo do ultrassom rompe a estrutura da
parede celular e aumenta a difusdo através das membranas; assim, a célula sofre quebra
e portanto, facilita a liberacdo do contetdo celular (FALLEH et al., 2012). As bolhas de
cavitacao se formardo em alta poténcia suficiente para que o ciclo de rarefacdo possa
exceder as forcas atrativas das moléculas de o liquido. Essas bolhas crescem sob um
processo conhecido como difusdo retificada, ou seja, pequenas quantidades de vapor
(ou gas) do meio entra na bolha durante sua fase de expanséo e durante compressao,
ndo é totalmente expelido. E o destino dessas bolhas quando elas desmoronam em
sucesso ciclos de compressao que geram energia. As bolhas simétricas sdo criadas de
forma homogénea, e seu colapso no liquido a granel também sédo simétricos, levando a
pontos quentes localizados (~5000 K e ~2000 atm). As bolhas assimétricas cavitam de
forma heterogénea na mistura. O colapso das bolhas € assimétrico, resultando em jatos
de velocidade extremamente alta de solvente direcionado ao material vegetal e € isso

que torna a extragdo tao eficaz. Assim que uma bolha colapsa perto de uma superficie
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gue pode ser a parede do vaso, particulas de ervas ou qualquer material em suspensao
no liquido, que a bolha se deforma tomando uma forma de rosquinha, ou seja, o colapso
€ assimétrico e forma um jato de alta velocidade, impactando a parede com o potencial
de varrer as particulas da superficie ou realmente causar danos reais.

Esta é uma das principais raz6es pelas quais o ultrassom é muito eficaz para
a limpeza de superficie. Durante a sonicacdo de um material vegetal em um solvente, os
solidos suspensos promovem o colapso assimétrico da bolha que gera jatos de solvente
em direcdo as particulas de ervas que tornam a extracéo deles mais eficiente. O colapso
assimétrico da bolha é o parametro chave da extracao assistida por ultraasom e, como
em muitos processos ultrassonicos, a poténcia acustica aplicada deve ser grande o
suficiente para superar o limiar de cavitagdo (MASON et al., 2017).

Além disso, os ultrassons também utilizam um efeito mecéanico que promove
uma melhor penetracdo de solvente na matriz da amostra, permitindo assim maiores
taxas de difuséo através da parede celular (FUAD; DOM, 2016).

Durante o processo da extracdo por ultrassom, o solvente sera contatado
pelos solutos ou pelas amostras. Entdo a eficiéncia da extracdo € influenciada pelo
tempo de interacado das duas fases. Existem duas fases que sao a etapa de “lavagem” e
a “extracao lenta”. A primeira fase, etapa de “lavagem” é operada nos primeiros 10-20
minutos de extracdo, onde a superficie da matriz que contém o dissolvido de componente
soluvel sera realizada e cerca de 90% da extracdo pode ser feita nesta fase, sendo
assim, a taxa de extragéo rapida. A segunda fase chamada de “extracéo lenta”, onde o
processo de difusdo ocorre dentro de 60-100 minutos a medida que a transferéncia de
massa do soluto da matriz se difunde para o solvente (MEDINA-TORRES et al., 2017).

Com base nos estudos anteriores, muitos pesquisadores concluiram que o
tempo de extracdo € em torno de 30 minutos durante o processo de extracdo por
ultrassom (BOATENG; LEE, 2013). Também relatou que algumas pesquisas obteve o
tempo de extragao ideal superior a 30 minutos (ZHOU et al., 2017).

No pico da extracdo, os extratos sdo maiores devido ao craqueamento
totalmente completo das células devido aos efeitos da cavitagdo acustica durante a fase
inicial de extracdo, o que pode causar uma melhor penetracdo do solvente nas células e
facilitam a liberacéo de 6leo de dentro das células para o solvente exterior (FUAD; DON,
2016). Além disso, o rendimento da producdo aumentou a medida que o tempo de
extragcdo aumentou porque um tempo mais longo dara a onda de ultrassom mais tempo

para romper as paredes celulares e liberar o conteddo celular (LI et al.,, 2016). No
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entanto, em determinado ponto do tempo de extracdo, o rendimento de extracdo sera
constante ou declinado, pois o sistema esta em estado de equilibrio a partir deste ponto
em diante. Como esta nesse estado, o 6leo comeca a ser reabsorvido, o que diminui o
rendimento (BUDDIN et al., 2018). Além disso, o tempo de extracdo prolongado pode
aumentar as chances de decomposicdo das amostras e também aumentar
potencialmente a perda de solvente por vaporizacdo, que pode afetar diretamente a
perda de transferéncia de massa durante a extracdo (YANG et al., 2017). Portanto, mais
tempo de extracdo pode dar um resultado negativo e resultados desnecessarios uma
vez que o rendimento maximo de extracdo foi alcancado.

Temperatura: A temperatura € um dos principais fatores envolvidos no
processo de extracao por ultrassom. Ha também muitas pesquisas que vinham sendo
feitas usando este parametro como fator para produzir maior rendimento da Extracdo. A
maioria das pesquisas relatou que a temperatura ideal esta entre 30°C a 50°C para obter
um maior rendimento (YANG et al., 2017). A temperatura exata depende dos materiais
usados na extracao.

O rendimento de extracdo aumentou quando a temperatura de extracao foi
aumentada. Uma temperatura mais alta de ultrassom pode levar a um maior coeficiente
de difusdo dos compostos desejados e melhorar a solubilidade dos compostos no
solvente (ZHOU et al., 2017).

Em contraste, uma temperatura muito elevada causa a reducéo do rendimento
devido ao efeito de amortecimento, o que significa que a pressdo de vapor em
temperaturas elevadas facilitou na formacdo de bolhas cheias de vapor e, como
resultado, a imploséo dessas bolhas foi amortecida. O efeito de cavitacdo € conhecido
por ser menos eficiente em alta temperatura de extracdo, portanto, isso
significativamente reduziu o rendimento (BUDDIN et al., 2018). Além disso,
temperaturas excessivamente altas podem as vezes degradar compostos bioativos nos
extratos, o que diminui o rendimento de antioxidantes (ZHOU et al.,, 2017). Assim,
acabaria por fazer com que cavitagado do ultrassom ser menos eficiente (FUAD; DON,
2016).

Durante a sonicagdo de um material vegetal em um solvente, os solidos
suspensos promovem o colapso assimétrico da bolha que gera jatos de solvente em
direcdo as particulas que tornam a extracdo mais eficiente. O colapso assimétrico da
bolha é o parametro-chave da extracdo assistida por ultrassom e, como em muitos

processos ultrassénicos, a poténcia acustica aplicada deve ser grande o suficiente para
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superar o limiar de cavitacdo (MASON et al., 2017).

Além disso, os ultrassons também utilizam um efeito mecanico que promove
uma melhor penetragéo de solvente na matriz da amostra, permitindo assim maiores
taxas de difusdo através da parede celular (FUAD; DON, 2016).
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de estudo

Inicialmente foi realizado um levantamento bibliografico através de meios
impressos e eletrénicos sobre métodos utilizados para realizar a extracao de propolis. A
finalidade principal desta etapa era obter um conhecimento prévio sobre esses métodos,
saber quais eram mais viaveis no que diz respeito a sua implementacao, levando em
consideracdo também a questdo econdémica.

Optou-se por um estudo de caso para aprofundar o conhecimento sobre as
técnicas utilizadas para a realizagdo da extracdo de propolis. Esse estudo constitui um
passo inicial ou uma base de dados para pesquisas comparativas subsequentes e
construcdo de teorias. O enfoque principal é interpretar os dados obtidos num esforgo
de usar os dados para avaliar o mérito das técnicas estudadas.

A pesquisa pode ser considerada como uma pesquisa tanto exploratéria como
descritiva. De acordo com Gil (2008), as pesquisas exploratorias tém como finalidade
principal, esclarecer e modificar conceitos e ideias. S8o pesquisas que habitualmente
envolvem levantamento bibliografico, documental e estudo de caso. Ja as pesquisas
descritivas, se caracterizam por ter o objetivo primordial de descrever determinada
populacdo, fendbmeno ou ainda relacdes entre variaveis.

Sob a forma de abordagem do problema, pode-se dizer que se caracteriza
como uma pesquisa qualitativa e quantitativa, pois direciona para critérios numericos
além de se aprofundar nos fenbmenos que ocorrem em determinado tempo e lugar.

Segundo Prodanov e Freitas (2013), a pesquisa qualitativa ndo requer o uso
de métodos estatisticos, como a quantitativa, pois € a interpretacédo de fenémenos e a
atribuicdo de significados no processo, atuando na coleta de dados no ambiente natural
e focando na abordagem.

Quanto a natureza, se trata de uma pesquisa aplicada, pois objetiva a geracéo
de conhecimentos para a aplicacdo pratica e dirigidos a solucdo de problemas
especificos. Envolvendo assim, verdades e interesses locais.

O método cientifico mais adequado ao trabalho, € o método comparativo.
Segundo Fachin (2001) o método comparativo se consiste em investigar coisas ou fatos
e explica-los segundo suas semelhancas e suas diferengas. Permite a analise de dados

concretos e a deducdo de semelhancas e divergéncias de elementos constantes,
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abstratos e gerais, propiciando investigacfes de carater indireto. Assim, o presente
trabalho faz as comparacGes com os resultados obtidos a partir do método ja largamente

utilizado, a macerac¢ao, com o método inovador, o ultrassom.

3.2 Local do estudo

O presente trabalho foi fundamentado na coleta de dados entre marco e
setembro de 2022. Foram levantados dados de uma empresa que produz extrato de
prépolis, na Regido Metropolitana de Fortaleza. O estudo de caso foi realizado em uma
empresa do setor alimenticio, retratando o cenario de uma empresa que tem como seus
principais produtos: mel, compostos a base de mel, sprays e extrato de prépolis. Foram

realizados testes para maximizar a produgéo de extratos com o uso de ultrassom.

3.3 Linhas de producéo e seus produtos

A fabrica conta com um mix de produtos, sendo 0s que mais se destacam: o
mel, seus compostos, extratos de propolis, e sprays. Os produtos séo voltados tanto para
o mercado nacional como para exportacao.

e Mel: além de ser vendido como mel puro natural, esse também é usado na

producdo de compostos;

e Compostos do mel: produtos feitos a base de mel.

e Extratos de propolis: esses podem ser comercializados de forma pura, ou

podem ser utilizados na produgcéo de compostos e sprays.

e Sprays: produtos feitos a base de extratos com sabores variados.

Vale ressaltar que as linhas que participaram desse estudo séo as de extratos.

Na Tabela 7, estdo destacados os principais produtos comercializados pela
empresa em que foi realizado o estudo de caso, assim como suas respectivas

embalagens e gramaturas.
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Tabela 6 - Produtos, embalagem e gramatura

Produto Embalagem Gramatura
Mel Garrafa 2609, 2959g,700¢g
Compostos Pote, Garrafa 150 g, 250 g
Extratos Frasco 30 mL, 35 mL, 60 mL
Spray Frasco Spray 30 mL, 35 mL

Fonte: Autora (2022).

3.4 Matéria-Prima

As amostras de propolis utilizadas nos experimentos foram fornecidas por
apiarios provenientes do Ceara e do Piaui. Elas possuem a coloracdo esverdeada. As
amostras acondicionadas em embalagens plasticas e armazenadas em um freezer.

Apés a chegada das amostras propolis, o préximo passo foi classifica-las.
Para isso, foi realizada um teste em laboratoério, sendo necessario para isso:

e 20 g de propolis;
¢ 160 mL de alcool;
e 40 mL de agua deionizada.

A solucéo foi preparada em um Erlenmeyer e colocada em banho-maria, a
65°, levando 3 (trés) dias para se realizar a primeira medicdo. Ao fazer os testes de
flavonoides e o teor alcodlico, decide-se em qual producédo tal prépolis recebida seria

utilizada.

3.5 Extracao de propolis

Os dados foram obtidos por meio de testes realizados no laborat6rio da empresa.
A extracdo foi realizada com 10% de préopolis, em um solvente composto por 80% de
alcool e 20% de agua deionizada.

Porém, para otimizacao dos resultados, experimentos foram feitos, modificando
algumas variaveis, esperando conseguir um melhor rendimento em retorno. Em seguida,
foram realizados testes com um método diferente: o utrassom. Sendo assim, 0s primeiros
testes que esse estudo apresenta sao de maceracao, depois os de ultrassom, para, por
fim, fazer o comparativo entre os dois. A Tabela 8 mostra o comparativo dos dois

métodos.



Tabela 7 — Comparativo entre Maceracdo e Ultrassom

Maceracao

Ultrassom

Proépolis

Esverdeada, primeira

Esverdeada, primeira

qualidade gualidade
Solvente Etanol Etanol
Temperatura 65°C 25°C-45°C

Fonte: Autora (2022).

Na tabela 9, pode-se visualizar a variagdo na porcentagem de prépolis

utilizada e o tempo empregado para realizar as extragdes por meio de maceragcao e

ultrassom.

Tabela 8 — Comparativo entre quantidade de prépolis utilizada
e tempo empregado nas extracbes por maceragdo e

ultrassom.
Tipo de Extracao
Maceracgéo Ultrassom
Propolis 10% - 15% 10% - 15%
Tempo 72h - 120h 90 a 270 min

Fonte: Autora (2022)

3.6 Analise dos dados

A andlise dos dados obtidos com as extracdes utilizando maceracdo e
ultrassom foram feitas utilizando os equipamentos mostrados na Figura 10. Para fazer a
maceracao, a solucao foi preparada num erlemneyer e é levada ao banho-maria. O
banho-maria utilizado pode ser visto na Figura 10(a). As medidas dos flavondides fora
feitas usando um espectofotdbmetro (Fig. 10b). A medicao de &lcool foi feita usando um
alcobmetro Fig. 10 c). Para realizar a extragdo por ultrassom, é utilizada uma cuba

ultrassonica, conforme a Figura 10(d).



44

Figura 10 — Equipamentos Utilizados para realizar extracdes e analises

1

Uu,~t.us.u|. -

Fonte: Autora (2022).

3.6.1 Teor de alcool

Para determinar o teor alcodlico de cada extrato, foi utilizado um alcodmetro,
conforme a figura 10c. Colocou-se numa proveta 100 mL de extrato de propolis, e ap6s
isso, o alcobmetro foi colocado na proveta, em contato com a amostra. ApGs estar

estabilizado, pode fazer a leitura do teor alcodlico do extrato.

3.6.2 Flavonoides

Para a determinacdo dos flavonoides totais, o método escolhido foi por
espectrofotometria no UV através da reagédo com o cloreto de aluminio. Esta técnica para
a identificacdo de flavonoides totais em prépolis (OLIVEIRA, 2010) foi adaptada das
analises de flavonéides em plantas, onde normalmente se encontra a quercetina.

Assim, prepara-se a solugdo em dois balGes volumétricos. O primeiro baldo
de 25 mL e o segundo, de 50 mL. No primeiro, foi colocado 0,5 mL de cloreto de aluminio
a 5%. No outro, 1 mL de extrato de prépolis e 1 mL de cloreto de aluminio a 5%. No
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segundo baldo volumétrico, acrescentou-se 0,1 mL de extrato de prépolis. O volume final
de cada baldo foi ajustado com etanol, a 96°. No branco do sistema, 1 mL da solucao
aquosa de cloreto de aluminio diluido em baldo de 25 mL foi utilizada. Decorridos 30 min,
foi tomada a leitura de cada solucdo a 425 nm, em espectrofotbmetro (WOISKY;
SALATINO, 1998), conforme a Figura 10b.

Foi utilizado o Software Microsoft Excel para fazer os calculos para a obtencéo
do teor de flavonoides em cada extrato, com os valores dos comprimentos de onda
obtidos na leitura pelo espectrofotdmetro.

Na Figura 11, pode-se visualizar fotos de Erlenmeyers usados para fazer os
experimentos, bem como de bal6es volumétricos em que foi recolhida a amostra para
fazer a andlise de flavonoides. Na Figura 12, encontra-se um fluxograma dos passos

envolvidos para a determinagao dos flavonoides.

Figura 11 — Erlenmeyers usados para realizar extracdes e balbes volumétricos para
analise de flavonoides.

Fonte: Autora (2022)
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Figura 12 — Fluxograma dos passos para a determinacao dos flavonoides

Coletar amostra de extrato de
prépolis

Colocar 0,5 mL de cloreto de
aluminio em um baldo volumétrico

Colocar 1 mL de cloreto de aluminio
em outro baldo volumétrico

Ao segundo baldo volumétrico
acrescentou-se 0,1 mL de extrato

O volume final de cada baldo foi
ajustado com etanol 96°

Apds 30 minutos, foi feita a leitura
a 425 nm no espectrofotometro

No Excel, foi feito o calculo do teor
de flavonoides

Fonte: Autora (2022)

3.6.3 Extrato Seco

Outro método empregado para medir a qualidade do extrato de prépolis € o
extrato seco. O extrato seco, também conhecido como extrato em po é obtido a partir de
processos de extracdo dos principios ativos de uma planta ou de um fruto.

Uma aliquota de 5 mL do extrato de prépolis, foi transferida para um cadinho
de aluminio (aquecido em estufa a 105°C, por 2 h, resfriado em dessecador e pesado) e
0 conjunto levado ao banho-maria por 30 minutos. Em seguida, foi o conjunto é retirado
do banho-maria e transferido para a estufa pré-aquecida a 105°C, onde permaneceu por
2 h. ApoOs resfriamento em dessecador, o conjunto foi pesado. O processo de
aguecimento, resfriamento e pesagem do conjunto foi repetido com intervalos de 1 h, até
se atingir massa constante (quando a diferenca entre duas pesagens consecutivas néo
excedeu 1 mg). O teor de extrato seco foi calculado pela diferenca entre a massa de
residuo depositada no cadinho e a massa inicial de prépolis bruta extraida,

correspondente a aliquota de 5 mL, em porcentagem. A figura 13, mostra o fluxograma
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dos passos necessarios para a determinacéo do extrato sco.

Esse método € muito importante especialmente para a comercializacdo do
extrato, visto que o Ministério da Agricultura fiscaliza a quantidade de extrato seco
presente nos produtos (BRASIL, 2001).

Figura 13 — Fluxograma dos passos para a determinacao do extrato seco

Aquecer o cadinho em estufa
a 105°C por 2 horas

Resfrid-lo em dessecador,
depois pesa-lo

5 mL de extrato foram
transferidas para o cadinho

O conjunto foi levado ao
banho-maria por 30 minutos

Ap0s isso, o conjunto foi para
a estufa aquecida a 105°C
por 2 horas

Depois do resfriamento em
dessecador, o conjunto foi
pesado

v \
Aquecimento, resfriamento e
pesagem foram feitos com
intervalos de 1 hora

. N\
Finalizou-se a anélise quando

a diferenga de pesagens
consecutivas é 1 mg

Fonte: Autora (2022)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secéo aborda os testes feitos para maximizar a producao de extratos de
propolis com o uso de ultrassom. Ao realizar os testes, levou-se em conta que a prépolis
escolhida é de primeira qualidade, na cor esverdeada. Esse tipo de propolis foi escolhido

por apresentar melhor qualidade, de acordo com testes realizados.

4.1 Testes da Extracdo com Maceracao

Em todos os experimentos que realizam a maceracao a quente, a temperatura
foi fixada a 65°C. Essa temperatura foi escolhida pois é a mesma usada na produgédo em
escala industrial. A primeira variavel modificada para a realiza¢éo de testes foi o solvente,
no que diz respeito a sua composicao.

Utilizando o método de maceracdo em laboratoério, foram feitos testes que
mantiveram o mesmo tipo de propolis, sendo utilizada a mesma quantidade (10% m/v),
durante a mesma quantidade de tempo: 72 horas para realizar a primeira medicao e
chegando até 120 horas para a realizacdo da ultima. Ao finalizar os testes, os extratos
obtidos passaram por analises, para saber o teor alcodlico final, os flavonoides e o
extrato seco. Os resultados obtidos foram evidenciados na tabela a seguir. Os valores

na Tabela 10 foram encontrados apos a ultima medicao.

Tabela 9 - Maceracdao do extrato de prépolis a 10% (m/v) com variacdo de teor
alcodlico do solvente

TEOR DE TEOR DE EXTRATO
AMOSTRAS ALCOOL ALCOOL SECO F'-AV(?nD‘VC)"DES
INICIAL FINAL (%)
1 60° 57° 5,00 0,24
2 65° 62° 5,00 0,24
3 70° 68° 5,40 03
4 75° 72° 5,20 0.28
5 80° 74° 6,50 033
6 85° 77° 6,40 032
! 90° 84° 7,30 0,34

Fonte: Autora (2022).

Dos primeiros 5 testes feitos, nos quais ha apenas a variacéo do teor de alcool
inicial, percebe-se qual valor pode trazer um melhor rendimento. Quando se aumenta o

teor alcoolico do solvente de 60° para 65°, percebe-se que ndo ha mudangas nem nos
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flavonoides e nem no extrato seco. Porém, quando se aumenta o teor alcodlico para 70°,
percebe-se uma mudanca significativa nos flavonoides e uma pequena melhora no
extrato seco. Mas, quando o teor alcodlico muda para 75° e 85°, 0 que se nota € que 0
rendimento cai, ndo apenas nos flavonoides, mas no extrato seco também. A extracédo
realizada com 80° de teor alcodlico no solvente, resultou em uma melhora significativa
tanto nos flavonoides quanto no valor do extrato seco. Comparando com a extracao a
80° com a extracdo a 90°, nota-se que a de 90° possui valor de extrato seco
significativamente melhor, mas o mesmo nédo se da ao observar os flavonoides. Pode-se
perceber que em todos os testes realizados, houve uma diminuicéo de teor alcodlico ao
final, provando que ha a evaporacdo de solvente. Todos os testes tiveram o mesmo
periodo de duragéo.

Uma segunda etapa de testes foi realizada, novamente utilizando o método
da maceracdo. Dessa vez, variando a porcentagem de propolis utilizada. Assim, 0s
testes foram feitos com 11% de propolis, novamente variando o teor alcodlico no
solvente, em: 60°, 65°, 70°, 75°, 80°, 85° 90°. Foi empregada a mesma quantidade
tempo, 72 horas para realizar a analise inicial e chegando até 120 horas para realizar a
altima. Ao final, foram realizadas as mesmas analises, a saber, teor alcodlico, flavonoides
e extrato seco. Os resultados obtidos, encontram-se na Tabela 11. Os valores abaixo se

referem aos encontrados na ultima medicéo.

Tabela 10 - Maceracédo de propolis a 11% com variacao de teor alcodlico do solvente

TEOR DE TEOR DE EXTRATO
AMOSTRAS ALCOOL ALCOOL SECO F'-AV(?nD‘VC)"DES
INICIAL FINAL (%)
8 60° 56° 6,40 0,3
9 65° 61° 6,80 0,31
10 70° 69° 7,05 0,33
11 75° 720 7.00 0.32
12 80° 76° 710 0.34
13 85° 81° 7,05 0,33
14 90° 85° 7.50 0.35

Fonte: Autora (2022).

Depois de realizados os testes e terem sido feitas as analises, percebe-se um
aumento significativo nos rendimentos quando se aumenta a porcentagem utilizada de
prépolis. Podemos ver melhor a partir das Figuras 14 e 15. Tanto os flavonoides como o

extrato seco crescem gradativamente com o aumento do teor alcodlico do solvente.
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Porém, quando a extracdo é realizada com 75° e 85°, novamente apresenta uma
diminuicao de rendimento, voltando a crescer quando o teor alcodlico da extracao passa
para 80°. Novamente, entre o teor alcodlico de 80° e 90° ndo se percebe grandes
diferencas no que diz respeito aos flavonoides, mas com respeito ao extrato seco, sim.
Novamente, nota-se uma diminuicdo de teor alcodlico ao final das extracoes,
evidenciando evaporacédo de solvente.

Figura 14 — Extrag&o por maceragao comparando a concentragao de
prépolis (10 e 11%) em relacdo ao extrato seco e quantidade de
flavonoides

MACERAGAO DE PROPOLISA 10 E 11%

——10% —M—11%

o o N
> L »

EXTRATO SECO (%)
Ul (92]
> ©

»> »
>~ ©

60° 65° 70° 75° 80° 85° 90°
TEOR DE ALCOOL INICIAL

Fonte: Dados da pesquisa (2022).

Figura 15 — Extracdo por maceragdo comparando a concentracao
de propolis (10 e 11%) em relacédo quantidade de flavonoides

MACERAGAO DE PROPOLISA 10 E 11%

——10% —M—11%

0,36
0,34
0,32

0,3
0,28

FLAVONOIDES

0,26
0,24

0,22
60° 65° 70° 75° 80° 85° 90°
TEOR DE ALCOOL INICIAL

Fonte: Dados da pesquisa (2022).
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4.2 Testes da Extracdo com Ultrassom

Agora, os testes seguintes irdo utilizar outro método: ultrassom. Na primeira
etapa de testes, foi utilizada a mesma quantidade de prépolis: 10%, durante a mesma
quantidade de tempo: 90 minutos, em seguida 180 minutos e finalizando com extracfes
a 270 minutos. ApGs isso, séo realizadas as primeiras andlises para saber o teor alcodlico
final, os flavonoides e o extrato seco. Os resultados obtidos foram evidenciados na
Tabela 12.

Tabela 11 - Extracao de prépolis a 10% por meio de ultrassom com variacao de
teor alcodlico do solvente e tempo variando de 90 a 270 minutos

QUANTIDADE
AMOSTRAS ;E%ggf ;Ilz_%%gf EXTRATO | FLAVONOIDES| DE TEMPO
INICIAL FINAL SECO (%) (m/v) EMPRE_GADA
(min)
15 60° 58° 4,55 0,25 90
16 65° 64° 4,63 0,26 90
17 70° 69° 4,90 0,28 90
18 75° 73° 4,74 0,27 90
19 80° 79° 5,20 0,30 90
20 85° 84° 5,40 0,29 90
21 90° 89° 5,99 0,32 90
22 60° 58° 4,60 0,26 180
22 65° 63° 4,69 0,27 180
23 70° 69° 4,92 0,29 180
24 75° 73° 4,80 0,28 180
25 80° 79° 6,20 0,33 180
26 85° 84° 5,88 0,31 180
27 90° 89° 6,96 0,35 180
28 60° 57° 4,70 0,26 270
29 65° 62° 4,75 0,28 270
30 70° 68° 4,99 0,29 270
31 75° 72° 4,80 0,28 270
32 80° 78° 6,12 0,33 270
33 85° 84° 5,91 0,30 270
34 90° 88° 7,02 0,35 270

Fonte: Autora (2022).

Para melhor compreenséao, as Figuras 16 e 17 fazem a comparagao entre as
extracdes por ultrassom a 90, 180 e 270 minutos (Amostras 15 a 34), no que diz respeito

ao extrato seco e aos flavonoides, respectivamente.
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Figura 16 — Comparativo de extrato seco entre extracdes por ultrassom
com tempos diferentes
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Fonte: Autora (2022).

Figura 17 — Comparativo de flavonoides entre extragdes por ultrassom
com tempos diferentes

EXTRACAO DE PROPOLIS A 10% POR
MEIO DE ULTRASSOM

—4—90 min == 180 min 270 min

0,37
0,35
0,33
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FLAVONOIDES

60° 65° 70° 75° 80° 85° 90°
TEOR DE ALCOOL INICIAL

Fonte: Autora (2022).

Ao analisar essa primeira etapa de testes realizados no método ultrassom,
percebe-se novamente a tendéncia a queda de rendimento ao realizar a extracao a 75°.
Para tentar otimizar os resultados, decidiu-se por fazer de um teste de mais 90 minutos
no ultrassom.

Da Tabela 12, pode-se concluir gue novamente a extracdo realizada com teor

alcodlico a 75° possui rendimento menor que as demais. Nota-se que a extracao por
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ultrassom € mais rapida que a maceracao.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 12, pode-se perceber que
a partir dos 180 minutos, os flavonoides de algumas extragbes aumentam, outros
diminuem, e alguns estagnam.

Para saber como se comportardo extracdes por ultrassom a partir de 180
minutos, foram feitos mais testes com mais 90 minutos, totalizando assim, 270 minutos
de extracao.

Assim como os resultados do método da maceracéo, o teste feito com o
método ultrassom com o solvente a 85° teve um resultado inferior aos realizados com
80° e 90°. Mais uma vez nota-se que ao realizar os testes pelo método de ultrassom, ha
menos evaporacéao do solvente.

Ao realizar os testes com o método de ultrassom, evidencia-se que entre um
solvente com teor alcoodlico de 80° ou um com 90°, ha sim alguma melhoria com um
solvente de 90°, mas esta nao é tao significativa assim.

Agora, na préxima etapa de testes, sera utilizado 11% de prépolis, novamente
variando o teor alcodlico no solvente, em: 60°, 65°, 70°, 75°, 80°, 85° e 90°. A quantidade
de tempo inicial foi de 90 minutos para realizar a analise inicial, depois 180 minutos e por
altimo, 270 minutos. Ao final, foram realizadas as mesmas analises anteriores, a saber,
teor alcodlico, flavonoides e extrato seco. Os resultados obtidos, encontram-se na Tabela
13.

Tabela 12 - Extrac&o de prépolis a 11% por meio de ultrassom com variacao de teor
alcodlico do solvente

QUANTIDADE

AVOSTRAS| ALCOOL | ALCOOL | EXTRATO | FLAVONOIDES | DE TEMPO,
INICIAL FINAL (min)
35 60° 59° 4,87 0,27 90
36 65° 64° 4,98 0,28 90
37 70° 70° 5,40 0,3 90
38 75° 74° 5,03 0,28 90
39 80° 80° 5,80 0,32 90
40 85° 82° 5,60 0,31 90
41 90° 90° 6,09 0,34 90
42 60° 58° 6,00 0,3 180
43 65° 64° 6,24 0,32 180
44 70° 69° 7,50 0,36 180
45 75° 74° 6,40 0,34 180




46 80° 79° 6,93 0,38 180
a7 85° 68° 6,90 0,35 180
48 90° 90° 7,09 0,36 180
49 60° 57° 6,02 0,29 270
50 65° 64° 6,33 0,32 270
51 70° 68° 7,55 0,37 270
52 75° 74° 6,41 0,33 270
53 80° 79° 6,95 0,38 270
54 85° 83° 6,90 0,34 270
55 90° 89° 7,12 0,35 270

Fonte: Autora (2022).
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Para melhor compreenséao, as figuras 18 e 19 fazem a compracédo do extrato

seco e flavonoides nas extracdes por ultrassom, em 90, 180 e 270 minutos (amostras 35

a 55).

Figura 18 - Comparativo de extrato seco entre extracdes por ultrassom
com tempos diferentes
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Fonte: Autora (2022).
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Figura 19 - Comparativo de extrato seco entre extraces por ultrassom
com tempos diferentes
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Fonte: Autora (2022).

Apds mais essa etapa de testes, pode-se concluir que realizar extracdes com
75° e 85° de teor alcodlico em solvente traz resultados insatisfatérios, que tanto se
repetem no método maceracdo como nos testes feitos no método ultrassom. Nessa nova
etapa, em alguns testes, pode-se observar nenhuma evaporacao de solvente.

Ao final desses testes, nota-se mais uma vez como os rendimentos caem ao
realizar a extracdo com 75° e 85° de teor alcodlico de solvente. E digno de nota que a
tabela evidencia uma diminuicdo de evaporacao de solvente.

Novamente, a partir de dos 180 minutos, a extracdo por ultrassom se
comporta de maneiras diferentes. Assim como aconteceu nos testes de propolis a 10%,
algumas extracdes tiveram melhorias, outras diminuicao e outras estagnacao.

Mais uma vez, cada extracdo teve um resultado diferente: a 80° houve um
aumento, na extracdo a 85° houve uma diminuicdo e na extracdo a 90°, houve
estagnacao.

Pode-se aferir que o aumento na quantidade de propolis utilizada é positivo,
assim como também o aumento do teor alcodlico. Com o aumento do tempo, 180
minutos, percebe-se que a aplicacdo de extracdo por ultrassom traz resultados
satisfatorios.

Apods analisar os dados obtidos a partir dos testes feitos, chegou-se a
conclusao de que os testes seguintes deveriam fixar o teor de alcool do solvente a 80°C

e variar apenas a quantidade de propolis utilizada. Outro ponto, € com respeito a
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quantidade de tempo utilizada nos testes feitos por ultrassom. Apos verificar 0s
rendimentos, optou-se por utilizar 180 minutos para realizar a extracdo, pois nesse
tempo, ha um aumento em relacdo as extracdes feitas em 90 minutos. E o

comportamento em extragdes a 270 minutos ndo segue um padréo.
4.3 Comparativo entre os dos métodos de extracao

Foram feitos testes que comparam maceracdo e ultrassom, variando a
quantidade de propolis em: 10%, 11%, 12%, 13%, 14% e 15%.

Resultados obtidos ao fazer os testes pelo método maceracéo:

Tabela 13 - Extracdo por maceracao tendo a quantidade de prépolis variavel

TEOR DE | TEOR DE UANTIDADE
AMOSTRAS | ALCOOL | ALCOOL I;)IE-IC-J%A(-‘I’-A)C; FLA\/(?an/C))IDES QDE TEMPO
INICIAL FINAL EMPREGADA
10% 80° 74° 6,50 0,33 72 - 120H
11% 80° 76° 7,10 0,34 72 - 120H
12% 80° 77° 7,15 0,36 72 —120H
13% 80° 75° 7,29 0,39 72 - 120H
14% 80° 76° 7,40 0,41 72 —120H
15% 80° 77° 7,51 0,45 72 - 120H

Fonte: Autora (2022)

Resultados obtidos ao realizar os testes pelo método ultrassom:

Tabela 14 - Extrac8o por ultrassom tendo a quantidade de propolis variavel

UANTIDADE DE
AMOSTRAS ;Ilz_%lggf LIIE_CC)ZIEDIC:))II_E EXTRATO | FLAVONOIDES ° TEMPO
INICIAL FINAL SECO (%) (m/v) EMPREGADA

(min)
10% 80° 79° 6,20 0,33 180
11% 80° 79° 6,93 0,38 180
12% 80° 78° 6,99 0,39 180
13% 80° 78° 7,20 0,42 180
14% 80° 79° 7,29 0,44 180
15% 80° 79° 7,42 0,48 180

Fonte: Autora (2022)
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Figura 20 — Extracdo por maceracdo e ultrassom variando a
guantidade de propolis

—— MACERACAO  —#— ULTRASSOM

EXTRATO SECO (%)
o ~
w ~ w

[e)]

10 11 12 13 14 15
TEOR DE ALCOOL INICIAL

Fonte: Autora (2022)

Com todos os dados em maos, séo feitos comparacdes para saber qual o
método mais adequado para se fazer a extragdo da propolis.
Assim, os parametros que seréo analisados a seguir, serao:

° Flavonoides;

Extrato seco;
o Teor alcodlico do solvente;
. Tempo.
Os primeiros dados comparados entre maceracao e ultrassom dizem respeito
ao numero de flavonoides. A Figura 21 mostra a evolug¢do dos flavonoides em cada

extracdo, fazendo a comparacéao entre os flavonoides das tabelas 24 e 25.

Figura 21 - Comparacao dos resultados de flavonoides: Maceragéo x
Ultrassom

EXTRAGCAO POR MACERAGCAO E ULTRASSOM
VARIANDO A QUANTIDADE DE PROPOLIS

—o— MACERAGAO  —— ULTRASSOM

0,46
0,41
0,36

FLAVONOIDES

0,31
10 11 12 13 14 15

TEOR DE ALCOOL INICIAL

Fonte: Autora (2022).
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Como se pode observar, a medida que se aumenta a porcentagem de propolis
em cada extracdo, a tendéncia € o aumento de flavonoides. Na primeira extracdo, com
10% de propolis, tanto a maceragdo como o ultrassom obtém a mesma quantidade de
flavonoides. Porém, nota-se que em todas as outras, o ultrassom traz um resultado mais
satisfatorio.

Na Figura 22, pode-se observar a andlise de extrato seco na maceracao e no

ultrassom, com os valores dispostos nas Tabelas 24 e 25.

Figura 22 - Comparacao dos resultados de Extrato seco: Maceracao
x Ultrassom

EXTRAGCAO POR MACERAGCAO E ULTRASSOM
VARIANDO A QUANTIDADE DE PROPOLIS

—¢— MACERACAO  ——ULTRASSOM

N
~ (6]

EXTRATO SECO (%)
o
(9]

)]

10 11 12 13 14 15
TEOR DE ALCOOL INICIAL

Fonte: Autora (2022).

E digno de nota que mesmo os flavonoides da maceracdo sendo inferiores
aos obtidos por meio do ultrassom, o extrato seco do primeiro segue sendo maior. Para
compreender melhor as possiveis causas disso, deve-se analisar a Figura 23, que
compara o teor alcodlico ao final de cada extracdo conforme as Tabelas 24 e 25.

Figura 23 - Comparacdo dos resultados de Teor Alcoodlico ao final da
extracdo: Maceracao x Ultrassom

80%

78%
76%
74%
72% I
70%

10% 11% 12% 13% 14% 15%

B Maceragdo M Ultrassom

Fonte: Autora (2022).
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Ao analisar o quanto de teor alcodlico de cada solvente ao comeco e ao final
de cada extracao, percebe-se que a evaporacéo de solvente em cada extracdo € bem
maior no método da maceracao do que no método de ultrassom.

Pode-se explicar esse fato por conta da temperatura empregada em cada
método. Enquanto a temperatura na maceracado a quente fica em torno de 65°C, a
temperatura de extracao por ultrassom fica entre 25°C a 45°C.

Outro ponto a ser considerado € que a maceracao € um método que envolve
dias, enquanto o ultrassom envolve horas. Quanto mais tempo é empregado no método,
maior € a chance de perda de solvente.

E isso é provavelmente a causa para o extrato seco da maceracao ser maior
que o do ultrassom. A medida que o solvente é evaporado, isso resulta num aumento da
relagdo: solido por solvente.

Por ultimo, o fator a ser considerado é o tempo. Levando em consideragao
gue o periodo de maceracdo dos testes foi de 5 dias, ou 120 horas, enquanto no
ultrassom foram empregados 180 minutos, ou seja, 3 horas, nota-se que, para chegar
em resultados similares, emprega-se 40 vezes mais tempo no método de maceracao.
Especialmente na industria, isso representa um grande atraso na cadeia produtiva, e

portanto, o ultrassom se mostra como uma alternativa melhor.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo tem como objetivo procurar alternativas para a otimizacéo
da producédo de extrato de prépolis. Assim, comparou-se 0 método mais utilizado pela
induUstria, a maceracao, com um méetodo mais recente de extracao, o ultrassom.

Foram feitos testes de extracdo por maceracao e por ultrassom, e fez-se uma
comparacao entre elas, analisando alguns parametros, que foram: flavonoides, extrato
seco, teor alcodlico do solvente e tempo. Ao analisar os testes feitos, percebeu-se que a
extracdo por ultrassom € uma técnica de extracdo rapida e que funciona de maneira
eficaz, também € simples de ser aplicada. Pode-se afirmar também que a extracdo
consome menos energia e tempo, e traz rendimentos mais elevados.

Ao analisar os flavonoides, pode-se afirmar que o uso do ultrassom para
realizar a extracdo trouxe melhores rendimentos.

No que diz respeito ao tempo, percebe-se a maior diferenca entre todos os
parametros analisados. E digno de nota que a extragéo por ultrassom é 40 vezes mais
rapida que a extragao por maceracao. Enquanto o primeiro método acontece em questao
de horas, o segundo leva dias. As primeiras analises da maceracao ocorrem apos 3 dias,
e dependendo dos resultados, podem até chegar a 7 dias para encontrar um resultado
satisfatorio. Enquanto isso, 0 método de ultrassom ocorre em questao de minutos, que
pode ser entre 30 e 240 minutos. No presente estudo, a maceracéo levou 120 horas para
encontrar um bom rendimento, enquanto o ultrassom levou 3 horas. Mostrando uma
otimizacao do tempo.

Dessa forma, chegou-se a seguinte conclusdo: que a técnica de extracao
escolhida é a Extracdo Assistida por Ultrassom, pois representa uma melhoria
significativa no tempo empregado para a roducéo de extrato de prépolis.

O solvente escolhido € o Etanol, a 80%. O tempo 6timo de extracdo de acordo
com os testes realizados foi de 180 minutos, e a temperatura variando de 25°C a 45°C.

Sugere-se mais pesquisas sobre esse tema, visando evidenciar ainda mais
beneficios da técnica de extracdo por ultrassom. Mostrando como ela pode ser
empregada ndo apenas na extracdo de propolis, mas em outros tipos de industria,
diminuindo o tempo de producgéo e beneficiando ndo s6 quem produz, mas também o

consumidor final.
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