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RESUMO

Neste trabalho, foram estudadas algumas condicbes operacionais para extracao de
prépolis verde em agua e em solucao alcodlica (etanol), e de prépolis vermelha em
solucéo alcodlica (etanol), visando ao melhor aproveitamento da propolis bruta. A propolis
verde utilizada foi considerada de excelente qualidade, pois foram encontrados baixos
percentuais de umidade (5,1%) e de cera (14,2%) e uma elevada concentracdo de
flavonoides (3.500mg/100g de propolis bruta), o que lhe conferiu a classificacdo de
prépolis bruta Ultra Green. A prépolis vermelha apresentou baixo teor de umidade (4,5%),
mas um elevado percentual de ceras (38,4%), que, apesar de alto, € considerado comum
para este tipo de propolis. A presenca de formononetina na propolis vermelha foi
identificada e sua concentracao foi estimada apés extracao realizada em quatro diferentes
concentragcfes alcodlicas (60, 70, 80, 90 °GL), sendo o melhor resultado (6,2mg/g de
propolis bruta), obtido para a extragéo realizada em solucéo alcodlica 80 °GL. Por outro
lado, a maior quantidade de sdlidos soluveis totais (SST),69,8 g, foi obtida para a extracdo
de propolis vermelha em solucdo a 90 °GL, levando a um percentual de residuo seco
igual a 8,39% e a um rendimento de extracdo de 46,6%. Na extracdo de prépolis verde,
as relacdes massa de propolis bruta/massa de solvente que levaram a obtencdo das
maiores quantidades de SST foram a de 35% para a extracdo em solucédo alcodlica 90
°GL e a de 15% para a extracdo em agua. Nessas condicdes, foram obtidos,
respectivamente, 80,64 g de SST e um percentual de residuo seco igual a 21,0%, e 40,56
g de SST e percentual de residuo seco igual a 6,8%. Observou-se, ainda, que a extracdo
em dois estagios em corrente cruzada, leva a um melhor aproveitamento da prépolis

bruta, visto que houve um aumento na massa de SST de 60% para a propolis verde em

Xii



solucdo alcodlica (38,62g), 54% para propolis verde em &agua (12,58g) e de 16% para

propolis vermelha em etanol 90 °GL (11,029)

Palavras chave: Propolis verde, Propolis Vermelha, Formononetina, Flavonoides.
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ABSTRACT

In this work, some operating conditions for the extraction of propolis in water and alcohol
solution, and propolis in alcoholic solution, to maximize the use of raw propolis were
studied. The propolis used was considered of excellent quality because low percentage of
moisture (5.1%) and wax (4.2%) and a high concentration of flavonoids (3,500 mg/100g)
were found, which will confered the rank of crude propolis Ultra Green. The propolis
showed low moisture content (4.5%), but a high percentage of waxes (38.4 %), that is,
although high, considered common for this type of propolis. The presence of formononetin
in red propolis were identified and their concentration was estimated after for the extraction
carried out in four alcohol concentrations (60, 70, 80, 90 °GL), the best result obtained (6.2
mg/g) for extraction performed at 80 °GL alcohol solution. On the other hand, the larger
amount of total soluble solids (TSS) (69.8 g) was obtained for the extraction of propolis
with the solution at 90 °GL, leading to an average dry matter percentage equal to 8.39%
and one average extraction yield of 46.6%. The extraction of propolis in operating
conditions used, the mass of crude propolis/mass of solvent that led to obtaining larger
guantities of soluble solids relationships were 35% for the extraction solution in alcohol 90
°GL and 15 % for extraction in water, obtaining 80.64 g of total soluble solids (TSS)and dry
matter percentage equal to 21.08%, for the extraction solution in alcohol 90 °GL, and
40.56 g of total soluble solids (TSS) and percent dry weight equal to 6.8% for extraction in
water. It was observed also that the extraction conditions used in this work, with the two-
stage extraction in cross- current, there is a better use of raw propolis, since there was an
increase in the mass of total soluble solids of 60% for green propolis alcoholic solution

54% in water for green propolis and 16% to 90 °GL alcohol solution for red propolis.
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1. INTRODUCAO

A propolis € uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsamico
coletado dos ramos, flores, pdlen, brotos e exudatos de arvores, o qual, nas colmeias, é
transformado pelas abelhas por meio de enzimas e de suas secrecbes salivares
(PEREIRA et al., 2002). E usada pelas abelhas como protecdo contra insetos e
microrganismos, para recobrir as paredes da colmeia, reforcar os favos, preencher as
fissuras, restringir a entrada de estranhos na colmeiae, para embalsamar animais,
atuando como um desinfetante e no preparo de locais assépticos para a postura da
abelha rainha. Funciona como um antibi6tico natural e evita infeccbes e epidemias entre
as abelhas.

A composicdo quimica da prépolis € muito complexa, sendo constituida,
basicamente, por resinas (50%), ceras (30%), Oleos vegetais (10%), pélen (5%) e
componentes organicos (5%) (Gémez-Caravaca et al., 2006). E formada por mais de 150
compostos, destacando-se entre eles, os flavonoides, grupo de substancias ao qual séo
atribuidas propriedades antibiéticas. Apresenta propriedades medicinais como anestésico,
analgésico, cicatrizante, anti-inflamatorio, antibacteriano, antifingico, antiviral, antigripal,
bioestimulante, dentre outras.

O uso da propolis na medicina popular vem dos tempos antigos. Os egipcios,
gregos e romanos relataram o uso de prépolis com finalidades curativas em geral, e para
a cura de algumas lesdes da pele ha mais de 5.000 anos. Na Europa, desde o século XIl,
a propolis tem ocupado um lugar importante na medicina popular. A propolis é constituida
por mais de 300 componentes quimicos, mas somente nos ultimos 20 anos que 0S
cientistas tém conseguido provar suas propriedades terapéuticas (CASTRO,2001).

A propolis brasileira € uma das melhores em qualidade, se comparada aos demais
paises produtores, representando uma importante fonte de renda para o apicultor
(BREYER, 1996). A propolis produzida em Minas Gerais tem como principais destinos os
mercados do Japéao, Coreia do Sul, Taiwan, Oma, Tailandia, China e Estados Unidos.
Cerca de 90% da producéo séo voltados para o mercado externo. Os precos da propolis
bruta para exportacdo estdo em patamares rentaveis, variando de US$ 90 a US$ 140 o
quilo, dependendo da qualidade final da prépolis (DIARIO DO COMERCIO, 2012).No

mercado interno, o valor pago ao produtor por quilo do produto varia de R$ 90,00 a
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R$140,00, dependendo da origem e da qualidade do produto (PRODUTORES DE
PROPOLIS, 2013).

A prépolis do Brasil é disputada por importadores internacionais, especialmente na
Asia, para consumo direto e para a producdo de medicamentos. O Brasil exporta 70
toneladas de propolis por ano para fins medicinais (dado estatistico, segundo avaliacbes
de produtores e exportadores brasileiros). O Japdo € o principal mercado importador da
propolis brasileira, absorvendo cerca de 80% da producao, tendo, ainda, Estados Unidos,
Alemanha e China como fortes compradores.

Sabe-se hoje, que a propolis verde, uma qualidade produzida pelas abelhas a partir
da resina do Baccharis dracunculifolia - conhecido como alecrim do campo, € a mais
comercializada devido aos mais de 70 compostos quimicos diferentes encontrados,
alguns isolados e testados com sucesso no tratamento de cancer. O alecrim do campo é
encontrado principalmente no nordeste do estado de Séo Paulo e sul do estado de Minas
Gerais (BASTOS, 1998; OLIVEIRA & BASTOS, 1998; BANKOVA et al., 1999; BASTOS &
OLIVEIRA, 2000; PARK et al., 2002, PARK et al., 2004).

Um novo tipo de propolis estd sendo pesquisada no Brasil, uma prépolis com
tonalidade avermelhada, produzida em colmeias localizadas ao longo da orla do mar e
costas de rios no nordeste brasileiro, com alta atividade antimicrobiana e antirradical livre.
As abelhas dessa regido foram observadas coletando exudato resinoso vermelho de
Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. (Leguminosae), uma planta encontrada préximo a
manguezais, para producdo de propolis. Denominada de Propolis Vermelha, ela
apresenta propriedades antioxidante, anti-inflamatéria e antibiética e, por isso, vem sendo
procurada por industrias farmacéuticas de diversos paises (DONNELLY et al., 1973;
MATOS et al., 1975; DAUGSCH et al., 2006; KAMINSKI & ABSY, 2006; SAWAYA et al.,
2006).

No Japdo, por exemplo, o produto brasileiro é utlizado em tratamento bucal,
producdo de solucéo para bochecho, balas, chocolates, capsulas, entre outros.Para que a
propolis possa ser utilizada, seja como alimento, ou em procedimentos terapéuticos, seus
constituintes soluveis devem ser extraidos por meio da utilizacdo de um solvente
adequado. Diversos tipos de solvente podem ser utilizados na extracdo de prépolis. A
definicdo do solvente a ser utilizado se da em funcdo das substancias que se desejam
extrair. A propolis bruta contém substancias solUveis em 6leo, em agua e, também,

aquelas que sao sollveis tanto em 6leo quanto em agua(APACAME, 2008).
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Quando a prépolis é destinada para a area alimenticia, medicinal ou aplicacbes em
cosmeéticos, o solvente mais comumente utilizado é o etanol, que pode ser utilizado em
extracdo em base oleosa, a partir de uma elevada concentracdo alcodlica e extracdes em
base hidroalcodlica, com extratos feitos com baixa concentracdo de &alcool 100°GL.
Podem ser feitas, também, extracbes em agua, tomando-se os cuidados de manter sua
estabilidade aparente, minimizando a contaminagéo dos extratos obtidos (MALASPINA &
PALMA, 2000).De uma maneira geral, os processos de producdo de extrato de propolis
nao sao padronizados. As empresas trabalham com as condi¢cbes que consideram mais
convenientes ao seu orgcamento operacional, mas, nem sempre, essas condicdes
proporcionam um bom aproveitamento da prépolis bruta, pois uma quantidade
consideravel dos constituintes solUveis da propolis pode ser perdida na borra apés a
separacdo do extrato liquido. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho consistiu em
avaliar os efeitos que algumas condi¢cdes operacionais exercem sobre a extracdo das
propolis verde e vermelha, buscando um melhor aproveitamento das amostras brutas. O
trabalho aqui apresentado encontra-se dividido em 07 capitulos, distribuidos conforme
apresentado a seguir. No capitulo 1, encontra-se uma breve introducdo sobre o assunto,
destacando a importancia da prépolis tanto no mercado brasileiro como no internacional.
Em seguida, no capitulo 2, sdo apresentados os objetivos gerais e especificos do
trabalho. No capitulo 3, revisdo bibliografica, sdo abordados os principais aspectos
relativos a reproducao e organizacdo das abelhas dentro das colmeias, bem como sua
origem e a raca predominante no Brasil, os principais produtos fabricados pelas abelhas,
sua importancia econémica, suas principais caracteristicas medicinais e sua composicao
nutricional e quimica. Sao abordados, também, os processos normalmente utilizados para
a extracdo da prépolis. Na metodologia, apresentada no capitulo 4, encontram-se
descritos os procedimentos utilizados na conducdo dos experimentos, bem como 0s
materiais, reagentes e equipamentos utilizados. Os resultados obtidos sdo apresentados
e discutidos no capitulo 5. As conclusdes encontram-se no capitulo 6. No capitulo 8 estdo
listadas todas as referéncias bibliograficas utilizadas na realiza¢éo deste trabalho.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho consistiu em fazer uma avaliacdo do efeito
gue algumas variaveis operacionais exercem sobre a extracdo das prépolis verde e

vermelha, buscando um melhor aproveitamento das amostras brutas.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e Caracterizar fisica e quimicamente os dois tipos de propolis investigadas;

e Avaliar o efeito que a concentracdo da solucdo alcodlica exerce sobre a

extracdo de prépolis vermelha;

e Investigar o efeito da relacdo massa de propolis bruta/massa de solvente

sobre a extracao de prépolis verde em agua e em solucdo aquosa;(?)

e Estudar a operacdo em dois estagios, em corrente cruzada, para a extracao
da prépolis vermelha em solucdo alcodlica e da propolis verde, tanto em

agua, quanto em solucéao alcodlica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os povos mais antigos jA conheciam as abelhas e se utlizavam do mel.
Mesopotamicos, egipcios, gregos e romanos ja conheciam as abelhas e a arte de cria-las:
a apicultura. As abelhas do género Apis mellifica s@o insetos sociais (existem abelhas
agressivas, como as africanas, inadequadas para a apicultura tradicional). Vivem em
grandes familias, chamadas coldnias, constituidas de uma Unica rainha, centenas de
zang0Oes e milhares de operarias (WINSTON, 2003). Na FIGURA 3.1 observa-se o interior

de uma colmeia, contendo os favos de mel.

FIGURA 3.1 — Interior de uma colmeia com a abelha rainha mostrada no centro da foto.

Fonte: http://biologiadapri.blogspot.com/p/relacoes-ecologicas.html

A abelha apresenta uma combinacdo de caracteristicas individuais e de
cooperacao social ndo encontrada no restante do reino animal. O modo como a abelha
consegue se adaptar ao mundo que a rodeia é uma das mais ricas fontes de estudo e de
conhecimento dentre os organismos, e que se torna mais rica ainda pelos beneficios
econbmicos trazidos por ela. Dentro da colmeia, vivem mais de 60.000 individuos,
orientados por uma Unica abelha rainha, que pde cerca de 1.000 ovos por dia.

A estrutura do ninho, favos perfeitamente uniformes e funcionais, é constituida de

cera, produzida pelas operarias e construida em uma série repetida de alvéolos
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hexagonais quase perfeitos. Individualmente, os trés tipos de membros, rainha, zangdes e
operarias, possuem cada um, suas especializa¢cdes dentro da sociedade das abelhas.

A rainha, cuja principal funcdo é a postura de ovos, € a mde de todas as abelhas
componentes da colOnia e reina sobre o enxame, cercada pelas assistentes e alimentada
com uma comida rica, necessaria para as cruciais tarefas dentro da colbénia. Os zangdes,
alimentados pelas operarias, cumprem apenas a funcdo de fecundar a rainha, que apos o
ato de fertilidade custa-lhe a vida.As operarias executam diversas tarefas no enxame,
sendo que algumas delas pagam com a proépria vida quando ferroam os invasores. Elas
atendem a cria,operculam alvéolos, isto €, fecham as células que contém mel maduro,
retiram detritos do ninho, aquecem o ninho, colnem e levam alimentos para a colonia,
elaboram e armazenam o mel e defendem as colonias de seus inimigos (formigas e
outros insetos).

A operéria nasce de um ovo fecundado, colocado no fundo de um alvéolo
hexagonal, e seu desenvolvimento dura cerca de 21 dias. Durante os trés primeiros dias
de sua vida adulta, a abelha trabalha de faxineira. Por volta do terceiro dia, desenvolvem-
se suas glandulas hipofaringeas, produtoras de geleia real, e elas passam, entdo, a
funcdo de nutriz - primeiramente das larvas mais velhas e, depois, das mais novas. E a
nutriz que fornece geleia real para a rainha. Por volta do 9° dia, se desenvolvem as
glandulas cerigenas, produtoras de cera. Ela passa a nova tarefa de produzir cera,
construir favos e opercular alvéolos. Nova mudanca glandular habilita a abelha a fazer
mel, transformando o néctar das flores, colhido e transportado pelas abelhas campeiras.
Por volta da 3° semana de vida, a abelha assume tarefas de guarda, circulacéo de ar e
sinalizacdo odorifera. Por esse tempo, comecam seus v6os de orientacdo, preparando-se
para os trabalhos no campo. Sua ultima tarefa sera como campeira, encarregada de
trazer alimentos: néctar, pélen e agua. Nesse trabalho, ela também devera encontrar,
colher e trazer a propolis, uma resina vegetal usada para desinfetar e vedar o interior de
sua habitacao.

A primavera é a estacdo do ano mais favoravel as abelhas, que sucede a mais
desfavoravel, o inverno. Quando chega a primavera, os dias se tornam cada vez mais
longos e a temperatura ambiental aumenta gradativamente, fazendo com que as
operarias se sintam estimuladas a darem mais geleia real a rainha e esta passa a produzir
mais ovos. A flora produz um nuamero cada vez maior de flores e as abelhas séo

favorecidas a sair para servicos externos, em namero cada vez maior a cada dia que
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passa. Como os dias sdo maiores, elas trabalham por maior nimero de horas, colhendo
maior quantidade de alimentos (WINSTON, 2003).

3.1 A ORIGEM DAS ABELHAS

O mais antigo féssil conhecido de abelhas data do periodo Eoceno, 40 milhdes de
ano atras, classificado em um género préprio, o Electrapis (CULLINEY, 1983). Todas as
abelhas atuais (Apidae: apini) sdo classificadas em um unico género Apis, que inclui cinco
espécies: a abelha comum (A. mellifera), a abelha gigante (A. dorsata e A.laboriosa), a
abelha india (A. cerana) e a abelha ana (A. florea).

A distribuicdo geografica natural do género Apis apresenta a maior diversidade de
espécies na india e regibes adjacentes, e todas as espécies, com excecédo da A. mellifera,
séo encontradas nessa regiao.

Entre 1840 e 1850, as abelhas meliferas do género Apis foram trazidas pelos
imigrantes europeus com o objetivo de propiciar um melhoramento genético para
aumentar a producdo de mel no Brasil. Em 1956, ocorreu a enxameagao de algumas
familias, devido a problemas na manipulag¢édo, o que levou ao inicio de um processo de
cruzamentos naturais com essas abelhas de origem europeia(SOARES, 2004).

A mansidao e a docilidade dessas abelhas permitiram que sua criacdo fosse uma
pratica comum nas fazendas e muitas pessoas as possuiam em suas residéncias, mesmo

na cidade.

3.2 ABELHAS AFRICANIZADAS NO BRASIL

De 1950 a 1956, o Ministério da Agricultura esteve sob constante pressao de
apicultores que desejavam uma abelha mais ativa e mais adaptada aos trépicos.
Chegaram aqui os artigos de Virgilio de Portugal Aradjo dizendo da enorme producao da
abelha africana (Apis mellifera adansonii) feita a adaptacdo as condicdes tropicais. Com o
propésito de desenvolver uma raca de abelha que melhor se adaptasse as condi¢cdes
brasileiras do que as abelhas pretas ou alemas (Apis mellifera mellifera) e as italianas
(Apis mellifera lingustica), em 1956, o Ministério da Agricultura autorizou a importacdo de
rainhas de abelhas africanas (Apis mellifera scutellata). A introducdo dessas abelhas
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africanas no Brasil € o marco de um novo momento na historia da apicultura brasileira.
Segundo o relato de KERR (1984), o principal protagonista desse episddio, os fatos se
deram da seguinte maneira:
“ Em 1956, ganhei o 1° Prémio Nacional de Genética André Dreyfus. Com o dinheiro
ganho comprei uma maquina fotografica, um 6timo microscépio Zeiss Standard, com
equipamento fotografico no qual se adaptava a camara comprada, e uma passagem para
a Africa. Fui entdo procurado pelo meu amigo Prof. Walter Jardim, Secretario de
Agricultura do Estado de Sao Paulo, que, em nome do Ministério da Agricultura, pediu-me
gue trouxesse um certo nimero de rainhas de Apis mellifera adansonii. Por causa disso,
tive meu passaporte comum transformado em passaporte especial e recebi 06 cartas de
apresentacdo do Itamaraty. Essas rainhas foram coletadas em numero ao redor de 100
em 04 paises: Angola, Tanzania, Mocambique e Africa do Sul. Vivas e que deixaram
descendentes foram apenas: 01 de Tabora (Tanzania) — a mais forte e da qual foram
feitas mais rainhas do que das outras — e 35 da regido de Pretéria e Joannesburgo (Africa
do Sul). Da Cidade do Cabo até o Rio de Janeiro vim de navio, trazendo 70 rainhas, as
guais dava uma gota de agua diariamente. No Rio de Janeiro esperava-me o Dr.
Aristételes Godofredo de Araudjo e Silva, em nome do Ministério da Agricultura. A ele
informei que achava a subespécie muito brava e que precisava de um cuidadoso exame
individual para nédo haver introducédo de pragas. Recomendou-se entdo que fizesse a
guarentena em Piracicaba — SP, em Camaqua (pequena vila a poucos quildmetros de Rio
Claro — SP)” (KERR, 1984).

Considerando a forte agressividade da abelha africana Apis mellifera adansoni, o
Prof. Kerr planejou efetuar, apos o periodo de quarentena, uma série de cruzamentos
com as abelhas italianas Apis mellifera ligustica, conhecida por seu comportamento
amistoso, de modo a obter, na 32 ou 42 geragdo, uma linhagem de alta produtividade e de
facil manejo. Porém, antes do final do periodo de quarentena, de forma acidental, ocorreu
a fuga de parte das abelhas africanas. Pelo relato de Gongalves, comeca assim o
processo de africanizacdo das abelhas brasileiras. “Apds as abelhas africanas terem sido
transportadas para Camaqua, em 1956, para permanecerem em quarentena, em um
horto florestal préximo a Rio Claro — SP, houve o ja conhecido acidente provocado por um
apicultor, ou seja, a retirada, inadvertidamente, das telas excluidoras que estavam na
entrada das colmeias com rainhas importadas. Isso permitiu que rainhas africanas puras

descendentes das importadas enxamenassem antes de ser realizado o programa de
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melhoramento genético planejado por KERR (1984). Dessa maneira, as rainhas novas
fecundaram com zangdes da regido, iniciando-se uma hibridizagcéo, o que vem ocorrendo
até os dias atuais. Desde o inicio, os hibridos mantiveram sempre as caracteristicas
morfolégicas e comportamentais das abelhas puras importadas e gradualmente ocorreu a
africanizacdo das abelhas Apis mellifera de toda a América do Sul e, posteriormente, na
América Central” (GONCALVES, 1986).

Com a importacdo dessas poucas rainhas, uma grande mudanca na apicultura do
Brasil estava se iniciando, considerado hoje um dos mais fascinantes experimentos
ocorridos na biologia e na significativa dominacdo dos caracteres herdados para
adaptacao de certos ambientes. As abelhas africanas livres no ambiente se expandiram e,
apos 20 anos, praticamente toda a América do Sul teve suas abelhas africanizadas.
Portanto, as abelhas que existem no Brasil e varios paises da América do Sul sdo
hibridos entre as abelhas alemas (Apis mellifera mellifera), italianas (Apis mellifera
lingustica), caucasianas (Apis mellifera caucasica) e africanas (Apis mellifera scutellata).
Ja que os hibridos apresentam caracteristicas mais proximas as caracteristicas da abelha
africana, sdo denominados por essa razdo, de abelhas africanizadas. No Brasil, as

abelhas africanizadas sao excelentes produtoras de propolis.

3.3 PRODUTOS PRODUZIDOS OU BENEFICIADOS PELAS ABELHAS

Os produtos produzidos pelas abelhas séo, principalmente, a geleia real, o mel, a
cera e a propolis. A seguir, serdo apresentadas as principais caracteristicas e usos de

cada um desses produtos.

(A) — Geleia Real

A Geleia Real é conhecida como o mais nobre produto produzido pelas abelhas,
caracterizada como uma substancia viscosa, amarelada, que tem importancia crucial para
a alimentacéo inicial dos embrides (até o 3° dia) e para a alimentacdo da Rainha durante
todo seu ciclo vital. Enquanto a Rainha, por se alimentar ininterruptamente com Geleia
Real, amplia sua vida em até 4 anos ou mais, a abelha normal vive em torno de 6
semanas. Devido a inUmeras propriedades da geleia real, ela tem sido usada como um
tbnico energético para retardar os efeitos da idade, amenizar sofrimentos de doencas
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cronicas degenerativas, no tratamento para ataques epiléticos, hepatites, cirroses, artrites,
reumatismo e distlrbios da menopausa. Na TABELA 3.1 sdo apresentados 0s principais
constituintes da geleia real.

TABELA 3.1 — NUTRIENTES ENCONTRADOS NA GELEIA REAL

COMPONENTES COMPOSICAO
Agua 70%

Carboidratos 11%

Proteinas 12%

Vitaminas em grandes quantidades B1, B2, B5, B6, B12
Vitaminas em pequenas quantidades A CD,E

Fonte: Japan Food Research Laboratories

(B) - Pélen

O Pdlen, apresentado na FIGURA 3.2, é o plasma do germe masculino das
plantas. E importante na reproducéo das plantas e, para as abelhas, eles sio atrativos e
comestiveis. Na verdade, é um trabalho incondicional e vantajoso para ambos, abelhas e
plantas, uma vez que as abelhas precisam do pélen para seu crescimento e
desenvolvimento e muitas plantas necessitam das abelhas para polinizacdo entre as

flores.

FIGURA 3.2— POLEN DE FLORES

Fonte:http://www.h2hlatino.org/UserFiles/ImageArticulos%20alimentacion/superalimentos/

polen.jpg
25


http://www.h2hlatino.org/UserFiles/ImageArticulos%20alimentacion/superalimentos/

O constituinte mais importante do pélen é a proteina, que nele se encontra,
normalmente, em elevadas concentracoes, variando de 10 a 28% em massa, sendo esta
a Unica fonte natural de proteinas para as abelhas. Na TABELA 3.2, é apresentada uma
composicao nutricional tipica para o polen.

TABELA 3.2 -COMPOSICAO NUTRICIONAL TiPICA DE POLEN

COMPONENTES COMPOSICAO
Agua 30% (m/m)

Proteinas 10 a36% (m/m)
Glucideos 20 a 40% (m/m)

AcUcares (carboidratos): formados por acucares | 29% (m/m)

reduzidos, glicose, frutose, rafinose e amido

Fibras 3 a 5% (m/m)
Gorduras 1 a 20% (m/m)
Minerais 1 a 7% (m/m)
Vitaminas A,B,C,D,E

Fonte: Instituto de Zootecnia/APTA/SAA

Existe uma variabilidade consideravel no valor nutritivo dos pdélens de plantas
diferentes, em parte, por causa das quantidades diferentes de proteina. Quando o poélen é
depositado na colmeia, as operarias trabalham para evitar o processo de germinacgao.
Assim, elas iniciam o processo digestivo e preparam o0 pélen para 0 armazenamento por
longo tempo. O processo de coleta e armazenamento faz do pdélen um produto
beneficiado pelas abelhas, tornando-o mais facil para comercializacdo (WINSTON, 2003).

(C) - Cera

O Regulamento Técnico do Ministério da Agricultura, que fixa a identidade e a
gualidade de cera de abelhas, define a mesma como um produto de consisténcia plastica,
de cor amarelada, muito fusivel, secretado pelas abelhas para formacdo dos favos nas

colmeias.
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A cera é secretada pelas abelhas operarias, entre 14 e 18 dias de vida adulta, por
meio de quatro pares de glandulas gordurosas ou cerigenas, localizadas na parte inferior
do seu abdémen, sendo sua principal utilidade na colmeia, a construcéo dos favos. A cera
tem uma coloracao variavel, do branco ao amarelo, dependendo do pélen encontrado no
mel. Na FIGURA 3.3, observa-se cera alveolada pelas abelhas e cera em barra, apos
processamento no derretedor de cera. As glandulas ceriferas secretam a cera na forma
liquida, dissolvida em uma substancia volatil, que na superficie externa do tegumento se
evapora, deixando as placas de cera. Para a secrecao da cera, é imprescindivel a
ocorréncia de certos fatores, tais como: temperatura no grupo de abelhas de 33 a 36°C,
em média; presenca de abelhas operarias com idade de 14 a 18 dias; alimentacao

abundante, e a necessidade da construcéao de favos (colmeia em desenvolvimento).

FIGURA 3.3— CERA DE ABELHAS
Fonte: http://www.revistatvs.com.br/cera.htm

A cera possui caracteristicas sensoriais muito peculiares, como aspecto sélido
amorfo, aroma caracteristico (lembra mel), cor branca a amarelada, consisténcia macia e
friavel. Possui também, alguns requisitos fisico-quimicos, como ponto de fusédo de 61 a
65° C, insoluvel em &gua, soluvel em Oleos volateis, éter, cloroférmio e benzeno, indice de
acidez entre 17 e 24 mgKOH/g e ponto de saponificacdo méaximo de 65°C (INSTRUCAO
NORMATIVA Ne° 3, DE 19 DE JANEIRO DE 2001 do Ministério da Agricultura, 2001).Na
TABELA 3.3 sao apresentados os percentuais dos principais constituintes da cera.
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TABELA 3.3 -COMPOSICAO DA CERA DE ABELHAS

COMPONENTES COMPOSICAO (% m/m)
Monoésteres 35
Hidrocarboneto 14
Diésteres 14
Acidos livres 12
Hidroxipoliésteres 8
Hidroximonoésteres 4
Triésteres 3
Acidos poliésteres 2
Acidos monoésteres 1
Material nao identificado 7

Fonte: Apiario Barbirotto

(D) - Mel

Mel é um fluido viscoso, produzido a partir do néctar recolhido de flores e
processado pelas enzimas digestivas das abelhas. Somente 2% das espécies de abelhas
sdo sociais e produzem mel. Entre as espécies produtoras de mel, as do género Apis sdo
as mais conhecidas e difundidas. E um alimento &cido, possuindo na sua composi¢&o, 0s

seguintes acidos organicos:

e 4cido glucbnico, que esta presente em grande quantidade;
e 4cidos tanico e fosforico;

e 4cido férmico, que conserva o mel.

Esses &cidos realcam o sabor e preservam o mel do ataques de microrganismos. A
docura do mel deve-se a docura de dois monossacarideos, frutose e glicose, com
aproximadamente a mesma relacdo de docura do acucar granulado (97% da docura da
sacarose, um dissacarideo).

As abelhas podem produzir dezenas de variedades de mel, dependendo de fatores tais
como a floracdo, os terrenos de obtencdo (maior oferta de uma florada especifica
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localizada nas mediacdes do apiario, no raio de véo das operarias) ou, ainda, segundo as
técnicas de preparacdo (podendo alterar a variedade do mel se as abelhas forem
alimentadas em cocheiras no apiario). Na FIGURA 3.4 é mostrado um quadro de cera

alveolada, retirado de uma colmeia apés a fabricacéo de mel.

FIGURA 3.4—- FAVO DE MEL
Fonte: Apiério Felix dos Santos

O mel é obtido principalmente dos néctares das flores, podendo ser diferenciado
em monofloral e plurifioral. O mel monofloral € obtido quando a origem boténica é
predominantemente da origem de flores de uma mesma familia e o mel plurifloral, quando
o produto procede da origem de flores de varias familias. Dessa forma, dependendo da
origem da florada, o mel varia em cor, aroma e sabor. O padrdo de qualidade do mel
natural pode ser distinguido por essas propriedades.De maneira geral, 0 mel escuro tem
mais sais minerais do que o mel claro, consequentemente seu sabor e aroma mais fortes.
Pesquisas mostram que 0s méis mais escuros podem ter de quatro a seis vezes mais sais
minerais que os claros, com destaque para 0 manganés, potassio, sodio e ferro (COUTO
& COUTO, 2002).

O mel é um alimento muito higroscopico, podendo facilmente absorver agua,
conforme ascondicbes de armazenamento, manejo e regido. Méis com teores mais
elevados de umidade fermentam com certa facilidade (RODRIGUES, 1998).
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De acordo com o MAPA — Ministério do Abastecimento, Pecuaria e Agricultura
(2000), o mel deve atender aos padrbes estabelecidos pelo controle de qualidade,
apresentados na TABELA 3.4.

TABELA 3.4 — PADROES DE QUALIDADE DO MEL

Umidade Fermentacao Acidez Hidroximetilfurfural
g/100 g meq/Kg mg/kg
Auséncia de
<20 o <50 <60
indicios

Fonte: INSTRUCAO NORMATIVA N° 11, DE 20 DE OUTUBRO DE 2000 DO
MINISTERIO DA AGRICULTURA

Os varios tipos de mel sédo acidos, com valores de pH variando de 3,95 a 4,09 para
as abelhas Apis mellifera, e neles se encontram &cidos organicos e inorganicos. O pH
pode ser influenciado pelas diferencas na composi¢do do solo ou de espécies vegetais.
Além de ser utilizado como adocante, o mel apresenta varias propriedades terapéuticas,
sendo considerado um alimento e medicamento dos mais completos e nutritivos que a
humanidade conhece. De um modo geral, é constituido, na sua maior parte (cerca de
75% em massa), por carboidratos simples (glicose e frutose), agua (cerca de 20%),
minerais (calcio, cobre, ferro, magnésio, fésforo, potassio, entre outros), acidos organicos
(acido acético, acido citrico, dentre outros), vitaminas do complexo B, vitaminas C, D e E,
possui cerca de metade dos tipos de aminoacidos existentes e, ainda, um teor
consideravel de antioxidantes (flavonoides e compostos fendlicos).

(E) - Propolis
As abelhas tém a necessidade de fechar orificios que possam servir de entrada
para insetos invasores ou para se proteger do frio. Assim, elas utilizam as resinas das

plantas como matéria-prima para formar uma massa maleavel, resistente e com forte

cheiro, chamada prépolis.
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A prépolis é um subproduto fabricado pelas abelhas e conhecida ha milhdes de
anos. Sua definicdo se baseia em uma substancia grudenta, formada pela resina de
diversas plantas, coletada pelas abelhas e utilizada para proteger a colbnia.

Etimologicamente, a palavra prépolis, de origem grega, significa:

PRO — DEFESA
POLIS => CIDADE

Isto evidencia a sua importancia para a coldnia, que a utiliza para vedar frestas, recobrir
superficies irregulares, evitando o ataque de insetos e eventuais invasores.

E um material lipofilico, duro e quebradico quando mantido a baixas temperaturas,
mas suave, flexivel e muito pegajoso quando mantido a temperaturas iguais ou superiores
a do ambiente. Possui um cheiro forte e sua coloracdo depende da origem botanica das
resinas coletadas.

Entre os tipos de substancias quimicas encontrados na propolis estdo (THOMSON,
1990; BANSKOTA et al., 2001):

e 55% de resinas e balsamos;
e 30% de ceras;
e 10% de 6leos volateis;

e 5% de pdlen e impurezas mecanicas .

Sua proporcao varia e depende de varios fatores tais como o tipo de vegetacao da regido
em que é produzida, assim como de influéncias geolégicas e temporais.

Tem propriedades medicinais como diversas atividades biolégicas comprovadas,
tais como antiviral, anti-inflamatéria, antioxidante, anticancerigena. A consagracéo do uso
popular € justificada pelo seu consumo no mundo inteiro como auxiliar no tratamento das
mais diversas doencas, tendo relatos do seu uso no tratamento auxiliar de problemas
cardiacos, diabetes, cancer e processos inflamatorios (LIMA, 2006).
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3.4 PROPRIEDADES BIOLOGICAS E FARMACOLOGICAS DA PROPOLIS

Diferentes propolis podem apresentar diversas propriedades quimicas e
farmacologicas (BANKOVA, 2005). Por isso, a padronizacdo da propolis € necessaria. Em
alguns paises, as autoridades sanitarias consideram a propolis apenas um alimento ou
um suplemento alimentar, em outros, a propolis tem grande aplicacdo terapéutica e
industrial. Suas principais propriedades sdo antibiotica, cicatrizante, antiviral, anti-
inflamatoria, antioxidante, bactericida, analgésica, anestésica, entre outras. As
propriedades biologicas da propolis estéo diretamente ligadas a sua composi¢cao quimica,
gue varia com a flora da regido e época da colheita, com a técnica empregada, assim
como com a espécie da abelha. No caso brasileiro, o grau de "africanizagcdo" da Apis
melifera também pode influenciar a sua composicdo. Essa variacdo € facilmente
explicada pela grande biodiversidade brasileira. No Brasil, mais de 300 compostos
guimicos tém sido descritos em prépolis de diferentes origens (CASTALDO & CAPASSO,
2002; PEREIRA et al., 2002). J4 na Europa, regido temperada, a variacdo na composicao
qguimica da propolis € menor, sendo os flavonoides seus principais compostos bioativos.

Muitas outras propriedades biolégicas e farmacéuticas da prépolis foram relatadas
nos trabalhos realizados por GHISALBERTI (1979) e MARCUCCI (1995), tais como
propriedades anestésicas, regeneracdo de tecido cartilaginoso, de tecido 6sseo e de
polpa dental; propriedades imunogénicas; agente hepatoprotetor; acdo desintoxicante do
figado; atividade antitlcera in vitro; agente antioxidante; anticaries em ratos e acdo
imunomoduladora.

A propolis possui propriedades anti-inflamatérias que foram descritas,
principalmente, contra doencas do sistema muscular/articular e outros tipos de
inflamacdes, infeccbes, reumatismos e tor¢cdes. Foi utilizada na dermatologia para
cicatrizacdo de ferimentos, regeneracdo de tecidos, tratamento de queimaduras,
neurodermites, eczemas, dermatite de contato, pruridos e dermatéfitos (GHISALBERTI,
1979; MARCUCCI, 1995). Demonstrou ser efetiva contra doencas do aparelho digestivo,
indicando uma potente atividade hepatoprotetora e uma agente antitlceras (KABANOV et
al., 1989).

Alguns trabalhos descritos na literatura relatam o sucesso clinico da prépolis no
tratamento de doencas respiratérias (MARCUCCI, 1995). Na odontologia, foi utilizada

como anestésico, empregada em creme dental e preparacdes para lavagem bucal,
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tratamento de gengivites, quelite e na pos-extracdo dentaria (DRAGANOVA et al., 1989).
Seu uso no tratamento de tumores foi descrito e sdo também conhecidas as suas
propriedades antissépticas, adstringentes, hipotensivas e citostaticas (capacidade de
destruir células malignas) (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995).

Com respeito a atividade antitumoral, em experimentos envolvendo diferentes
métodos de cultura de células, foi constatada a acao citotoxica da propolis sobre células
HelLa (carcinoma cervical humano). Em concentracdes de 3,2 mg/mL de propolis, essas
células cessaram completamente sua divisdo depois de 48 horas. Experimentos de dose-
resposta como estes e outros relatados na literatura cientifica estimulam o
desenvolvimento de pesquisas nessa area. Os resultados descritos por BAN et al. (1983)
mostraram que as ceélulas HelLa foram bastante sensiveis a alguns flavonoides testados,
como quercetina e ramnetina, mas foram duas vezes menos sensiveis a galangina. Por
esses resultados, os autores concluiram que a agdo toxica da prépolis pode ser atribuida
a presenca dos trés compostos mais ativos na prépolis por eles testada (oriunda da
lugoslavia), a galangina, a quercetina e a ramnetina.

A seguir, sera apresentada uma breve revisdo acerca de algumas das principais

propriedades biolégicas descritas para a propolis.

(A) Propriedade antimicrobiana

LINDENFELSER (1967) testou a PROPOLIS em 39 espécies de bactérias e obteve
sucesso na inibicao de 25 delas.Muitos pesquisadores relataram que o potencial bioldgico
da propolis se deve a um sinergismo que ocorre entre 0S muitos constituintes nela
presentes (KEDZIA, 1990). Nos estudos realizados por KROL et al. (1993), esse
sinergismo foi observado por meio da andlise de varias fracbes de um extrato etandlico de
propolis. Nenhuma frac@o separada foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus
aureus. Entretanto, quando todas as fracbes foram juntadas, a atividade total foi
recuperada. Esses resultados indicam que o potencial antibacteriano da prépolis ndo é
devido & presenca de uma substancia em particular, mas resultante de uma acao

complexa de varios compostos.
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Em outro estudo, realizado por HERNANDEZ& BERNAL (1990), observou-se que
bactérias do género Staphylococci, isoladas de material biol6gico, apresentaram uma
grande sensibilidade ao extrato, em 95% dos casos testados.

Nos trabalhos desenvolvidos por GHISALBERTI (1979), observou-se que extratos
de prépolis potencializavam a acdo de varios antibiéticos, ou seja, oefeito biomicina,
tetraciclina, neomicina, polimixina, penicilina e estreptomicina para combater
Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi aumentado pela adicdo de propolis ao meio
nutriente.Em alguns dos casos, o efeito bacteriostatico, que apesar de ndo produzir a
morte das bactérias, mas que impede o seu crescimento populacional, foi aumentado de
10 a 100 vezes (GHISALBERTI, 1979).

Devido as suas propriedades antimicrobianas,atualmente, ha relatos do emprego
da proépolis, em creme dental e enxaguatorios para a higiene bucal, pois foi demonstrado
que ela age sobre microrganismos, inibindo o seu crescimento. Um destes
microrganismos, 0 Streptococcus mutans, esta relacionado ao aparecimento de
processos cariogénicos em humanos (ROCHA, 2003).

Certamente, a atividade mais popularmente conhecida e comprovada
cientificamente da propolis € a capacidade em destruir microrganismos. Entretanto, essa

atividade varia consideravelmente entre propolis de diversas origens.

(B)Propriedade antifungica

Alguns estudos ja foram realizados com o objetivo de demonstrar a atividade
antifingica da propolis. HOLDERNA &KEDZIA(1987), em seus experimentos, observaram
gue drogas antimicéticas em combinacbes com propolis tiveram sua atividade sobre
Candida albicans aumentada. Nos estudos realizados por VALDEZ et al. (1987), extratos
aquosos e alcodlicos de 30 amostras de prépolis cubanas, com a mesma concentracao,
foram testados contra duas linhagens de C. albicans. Os extratos aquosos nao exibiram
nenhuma atividade antifingica, enquanto os extratos alcodlicos apresentaram um
pequeno efeito. Nesse mesmo trabalho, a prépolis apresentou um importante potencial
antifingico contra Trichophyton e Microsporum, quando foi extraida em propilenoglicol,

apresentando um grande sinergismo com 0 mesmo.
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(C)Propriedade antiprotozoaria

A atividade antiprotozoaria da prépolis foi confirmada em inflamacbes provocadas
por Trichomonas vaginalis. Solugdes de extrato de propolis exibiram um efeito letal, in
vitro, contra esse protozoario, em concentracbes de 150mg/mL, depois de 24 horas de
crescimento em exposi¢cao.Em concentragdes mais baixas, o tempo de sobrevivéncia das
culturas foi prolongado (SCHELLER et al., 1977). O efeito do extrato sobre o crescimento
do parasita Giardia lamblia foi também verificado (TORRES et al., 1990).

(D)Propriedade antiviral

DEBIAGGI et al. (1990) estudaram o efeito citotoxico dos flavonoides crisina,
canferol, acacetina, galangina e quercetina, presentes na prépolis, sobre a infectividade e
replicacdo de algumas linhagens de virus, tais como: herpes, adenovirus, coronavirus e
rotavirus. Quando monocamadas de células foram infectadas com virus do herpes e,
subsequentemente, cultivadas em um meio contendo flavonoides, como crisina e canferol,
houve uma reducao de replicacdo intracelular do virus, dependente da concentracdo da
droga. Acacetina e galangina ndo apresentaram nenhum efeito sobre a replicacdo do
virus. Aquercetina, entretanto, reduziu a replicacdo somente quando em elevadas
concentragbes. Nos estudos realizados por AMOROS et al. (1992a e 1992b)foi
investigado o efeito in vitro da prépolis sobre varios virus como herpes simplex tipo 1 e 2,
mutante resistente a aciclovir, adenovirus tipo 2, virus da estomatite vesicular e poliovirus
tipo 2. A inibicdo do crescimento do poliovirus foi claramente observada. Na concentragéo
de 30mg/mL de prépolis, houve uma reducéo do titulo viral em 1000 vezes, entretanto, o
virus da estomatite vesicular e adenovirus foram menos susceptiveis. A atividade antiviral
in vitro de ésteres de acido cindmico substituido, oriundos da prépolis, foi estudada por
SERKEDJIEVA et al. (1992). Nesses estudos, observou-se que um desses ésteres, 0
ferulato de isopentila, inibia significativamente a infectividade do virus Influenza A.

(E) Atividade antitumoral
A tentativa de combater os diversos tipos de cancer tem levado os pesquisadores a
isolar compostos contidos em amostras de propolis de diversas procedéncias. Varios

compostos isolados da prépolis apresentaram atividade inibitéria no crescimento de
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diversos tumores. MATSUNO (1997) constatou a atividade inibitéria de um diterpeno
(PMS-1) sobre hepatocarcinoma humano. MITAMURA et al. (1996), estudando o efeito do
PMS-1 sobre tumor de pele sugeriram que essa atividade esta relacionada com a inibicdo
na sintese de DNA dessas células. O CAPE (cafeato de feniletila), descrito por
GRUNBERGER et al. (1988) como um composto responsavel pelas propriedades
citotoxicas da propolis, isolado da mesma, apresentou atividade antiproliferativa sobre a
linhagem de hepatocarcinoma Hep3B, mas mostrou-se in6cuo quando adicionado a
culturas primarias de hepatocito de camundongo (JIN et al., 2005). Outro composto, a
crisina, também isolada de prépolis, mostrou-se efetiva em inibir o crescimento de
culturas da linhagem de glioma C6 de rato; as células mantiveram-se estaciondrias na
fase G1 do ciclo celular (WENG et al., 2005). Diversos outros compostos com atividade
inibitéria sobre crescimento de tumores foram isolados em outros estudos (TAKAI et al.,
1996; MATSUNO et al., 1997; BANSKOTA et al., 1998; KIMOTO et al., 1998; WEYANT et
al.,, 2000, entre outros). SUZUKI et al. (1996) e ORSOLIC et al. (2005) isolaram
compostos hidrossollveis da propolis que, atuando sinergisticamente, potencializaram a
atividade de drogas tumoricidas, inibindo, assim, o desenvolvimento de tumores aciticos
de Ehrlich.

3.5 INSTALACAO DO APIARIO

A prépolis é obtida a partir de secrecbes de arvores, flores, folhas e pdlen,
recebendo, ainda, a adicdo de substancias secretadas pelo metabolismo glandular das
abelhas (BURDOCK, 1998).

A seguir, sédo listados os mais importantes cuidados que se deve ter, de uma

maneira geral qualquer tipo de propolis.

Escolher o local para a instalacdo do apiario, que deve ser, antes de mais nada, uma

area livre de contaminacdes, sejam elas residuos industriais liquidos ou gasosos, e
distanciado, no minimo, 400 metros de casas, escolas, criacdes e qualquer outra
construcéo habitada.
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Conter no maximo 25 colénias de abelhas, fixadas em um local sombreado, para evitar

0 excesso de calor nas colmeias, que devem estar protegidas contra 0s ventos, pois estes
podem provocar o resfriamento excessivo das mesmas. A protecdo mais adequada seria
uma barreira natural formada por arbustos.

Ter agqua disponivel a uma distdncia ndo superior a 300 metros das colmeias, caso

contrario, a utilizacéo de bebedouros artificiais aumentaria o custo da producéo.

Distancia entre os apiarios de, no minimo,3 km. Para buscar alimento, a operaria voa

até uma distancia de 1,5 km. Assim, deve-se manter a distancia minimade 3 km para
assegurar menor competicao por alimento entre as colénias de outros apiarios.
Na FIGURA 3.5 é mostrado um exemplo de como deve ser a disposicdo de um apidario.

d- Area livre de contaminag&o

FIGURA 3.5—- APIARIO

Fonte: Apiario Rocas Novas
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Além dos cuidados ja citados na instalacdo de um apidrio, também é preciso:

Ter facil acesso para facilitar o manuseio dos materiais apicolas necessarios a producao

e o transito dos apicultores.

Instalar os suportes com distancia de 2 metros entre si e de 4 a5 metros entre fileiras e

a uma altura de aproximadamente 50 cm do solo.

Impermeabilizar_as _colmeias e manté-las cobertas para que tenham uma vida util

maior.

3.6 PRODUCAO DE PROPOLIS

A prépolis, tanto a verde quanto a vermelha,pode ser produzida pelas abelhas ao
longo do ano, podendo sua atividade de coleta aumentar em certas épocas, dependendo
da area disponivel e condicfes climaticas favoraveis. O processo de producao da prépolis

envolve diversos fatores que se ligam diretamente a produtividade, tais como:

a) estacdo do ano — as variacdes climaticas tém influéncia pratica, pois alteram as

concentragfes dos componentes biologicamente ativos.

b) variabilidade genética das rainhas — as diferencas genéticas, mesmo entre hibridos
africanizados, afetam a produtividade e a composicéo quimica (ALMEIDA et al., 2000).

c) luminosidade — colmeias de abelhas africanizadas, expostas a sombra o dia todo,
produzem mais propolis que abelhas expostas meio dia a sombra e a outra metade do dia
ao sol ou expostas diretamente ao sol (ITAGIBA et al., 1994).

A producédo da propolis € favorecida pela floracdo das plantas, que proporcionam
coldnias mais fortes devido a grande oferta de alimentos. Nos meses mais frios, ocorre

exatamente o contrario, a producdo de prépolis cai drasticamente, pois grande parte das
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operérias disponibiliza a maior parte do seu tempo, dentro da colmeia, para manter a
temperatura na coldnia, e a producéo fica prejudicada pelo nimero de individuos que
saem para coletar resina e buscar alimento.

Por meio das FIGURAS 3.6 a 3.10 pode-se observar a sequéncia das etapas

envolvidas na producédo de prépolis, neste caso, da prépolis verde.

FIGURA 3.6 — ABELHA Apis melifera COLETANDO PROPOLIS DO
Baccharisdracunculiofolia (ALECRIM DO CAMPO

Fonte: Serra da Piedade

FIGURA3.7— ABELHA Apis melifera CARREGANDO A PROPOLIS PARA A COLMEIA

Fonte: Apiario Rocas Novas
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FIGURA 3.8 — ABELHA Apis melifera FECHANDO A COLMEIA COM A PROPOLIS
Fonte: Apiario Rocas Novas

FIGURA 3.9 — COLMEIA COMPLETAMENTE FECHADA COM A PROPOLIS
Fonte: Apiario Rocas Novas

FIGURA 3.10- PROPOLIS SENDO COLETADA

Fonte: Apiario Rocas Novas
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Outro fator crucial para aumentar a produtividade da prépolis € o tipo de coletor
utilizado. Durante anos, varios modelos foram aprimorados, de acordo com a observacao
dos apicultores na rapidez com que a propolis era produzida, facilidade de manuseio e
qualidade do produto. Atualmente, o modelo mais utilizado € CPI (coletor de prépolis
inteligente), idealizado pelo apicultor Adomar César de Carvalho, em 1995, mostrado na
FIGURA 3.11. O CPI permite coletar a propolis de forma rapida, padronizada e sem

contaminantes fisicos, como por exemplo, lascas de madeira.

FIGURA 3.11 — CPl — COLETOR DE PROPOLIS INTELIGENTE
Fonte: Apiario Rocas Novas

O coletor CPI possibilita uma abertura na colmeia nas suas partes laterais,
podendo, de acordo com a época do ano, ter essa abertura aumentada (periodo de calor
propicio a producéo de propolis) ou fechada por completo (periodo de frio, entressafra).

Minas Gerais, com 29 toneladas por ano, € lider na producao nacional de prépolis,
sendo responsavel por cerca de 70% da producdo no pais, que alcanca 40 toneladas
anuais. A boa posicdo no “ranking” é explicada pela condicdo climatica do Estado, com
altitude média e temperaturas ideais para a producdo da substancia (Diario do Comércio,
2013).

Normalmente, a prépolis é comercializada na forma de extrato liquido. Diversos
tipos de solventes podem ser utilizados na extracao de prépolis. A definicdo do solvente a
ser utilizado ocorre em funcdo das substancias que se desejam extrair. A propolis bruta
contém substancias solUveis em 6leo, em agua e, também, aquelas que sdo sollveis

tanto em 6leo quanto em agua.Quando a prépolis € destinada para a area alimenticia,
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medicinal ou aplicagfes em cosmeéticos, o solvente mais comumente utilizado é o etanol
(alcooal etilico), na propor¢éo 7:3 (volume/massa) para obtencdo da concentracao de 30%
em massa de prépolis do extrato (MALASPINA & PALMA, 2000).

Podem ser feitas, também, extracdes em agua (mantendo-se os cuidados para
minimizar a facilidade de contaminacéo dos extratos obtidos), extracdes com base oleosa,
a partir de uma elevada concentracdo alcodlica e extracfes em base hidroalcodlica, com
extratos feitos com baixa concentragdo de alcool (MALASPINA & PALMA, 2000). No
entanto, independentemente da natureza do solvente a ser utilizado, € preciso um
cuidado muito especial com a sua procedéncia. Destacam-se, de acordo com APACAME

(2000), os seguintes métodos de extracao:

Método de extracdo por meio de alcool (etanol): E o método mais tradicional de

extracdo da propolis, amplamente utilizado. A raz&o disso € a alta solubilidade da propolis
em alcool devido a grande quantidade de componentes oleosos. Embora seja 0 método
mais comum, a prépolis produzida por esse método apresenta algumas inconveniéncias,
tais como: o forte cheiro de alcool e a dificuldade de absor¢éo pelo corpo humano devido
a grande quantidade de componentes oleosos como resina e cera.

Método de extracdo por emulsionamento: Consiste na transformacédo da prépolis de

solucdo alcodlica em estado de emulsdo, por meio da adicdo de substancias
emulsificantes (surfactantes) como ésteres de acido graxo, glicerina, etc. A propolis em
emulsdo é do tipo 6leo em agua. Nesse estado, o cheiro forte da resina que caracteriza a
propolis de solugéo alcodlica € menor, além disso, ela se solubiliza com maior facilidade

na agua, o corpo humano a absorve mais facilmente e a resina ndo adere ao recipiente.

Método de extracdo com gas carbonico liguefeito: Esse método utiliza o di6xido de

carbono liquefeito. Em seu estado normal, o diéxido de carbono é um géas (gas carbonico),
mas ao ser comprimido, com a aplicacdo de altas pressdes, torna-se liquido. A propolis
bruta é colocada no diéxido de carbono liquefeito e diluida. Ap6s um determinado tempo,
reduz-se a pressao até o valor inicial, fazendo com que o diéxido de carbono retorne ao
estado gasoso. A substancia residual desse processo € o componente util da prépolis
dissolvida.

42



O gas carbodnico liquefeito apresenta a propriedade de dissolver bem as substancias
oleosas. Por essa razdo, em comparacdo com a prépolis de solucdo alcodlica, esse
produto contém maior quantidade desses componentes oleosos e ndo apresenta um
cheiro muito forte, uma vez que o processo nao utiliza o alcool, eliminando assim um dos

problemas da prépolis de solucédo alcodlica.

Método de extracdo em etanol hidratado:A extracao € feita com o etanol contendo

certa porcentagem de agua destilada. Esse método apresenta a vantagem de poder
extrair tanto os componentes sollveis em &lcool quanto os sollveis em agua. Em geral, a
concentracéo de etanol empregada varia de 40°GL a 70 °GL.

7

Extracdo com aqua:A extracdo com agua ainda € pouco utlizada, visto que,

aproximadamente 80% das substancias encontradas na propolis ndo sdo sollveis em
agua. As propriedades terapéuticas da prépolis de solugdo aquosa ndo deixam nada a
desejar em comparacdo com a de solucdo alcodlica. Ao lado dessas propriedades, a
prépolis de solucdo aquosa apresenta a vantagem de ser mais segura e facil de ser
absorvida pelo corpo humano e, além de ndo apresentar odor forte, a resina nao forma
camada nem fica impregnada no copo quando se toma a prépolis com a agua, facilitando

muito sua ingestéao.

O Ministério da Agricultura padronizou o extrato de prépolis verde para uso
comercial conforme Instrucdo Normativa N°3, de 19 de Janeiro de 2001 (Ministério da
Agricultura, 2001). Segundo esta, o0 extrato de propolis comp&e-se de elementos solaveis
da prépolis em solucdo hidroalcdolica, alcool e agua. Alguns requisitos sensoriais do
extrato de propolis vao do aroma caracteristico, dependendo da origem botanica
(balsdmico e resinoso); da cor, que varia dependendo da origem e da concentracao (tons
de ambar, avermelhada e esverdeada); do sabor caracteristico, de suave a forte, amargo
e picante; do aspecto, liquido, limpido e homogéneo. Os requisitos fisico-quimicos séo:
(extrato seco: minimo de 11% (m/v)), cera: (maximo 1% do extrato seco (m/m)),
compostos flavonoides (minimo de 0,25%(m/m)), compostos fenélicos (minimo de 0,50%
(m/m)); atividade de oxidacdo - maximo 22 s., teor alcodlico maximo de 70° GL (viv) e
metanol méaximo 0,40 mg/L.
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3.7 PROPOLIS VERDE

A propolis brasileira produzida no cerrado € elaborada a partir de resinas vegetais e
exudatos e transportada para dentro da colmeia, onde as abelhas adicionam secrecdes
proprias. A préopolis é rica em derivados prenilados do acido-p-cumarico (BANCOVA &
MARCUCCI, 2000).E conhecida internacionalmente como préopolis verde, green propolis,
a qual tem como principal fonte vegetal,a espécie de Baccharis dracunculifolia D.C.,
possuindo uma coloracdo caracteristica que é utilizada pelos japoneses para sua rapida
identificacdo no processo de comercializacdo (PARK et al., 2004). Trata-se de uma
mistura de constituintes, e sua composicdo quimica varia de acordo com a flora da regido
onde € produzida e da época do ano em que € coletada (BASTOS, 1998; OLIVEIRA &
BASTOS, 1998; BASTOS & OLIVEIRA, 2000; BANKOVA et al., 2000; PARK et al., 2002),
isto dificulta a analise quimica da propolis.

Ultimamente, essa analise tem se concentrado nos extratos aquoso e etandlico,
porque sdo os mais usados nos diversos tipos de aplicacdes terapéuticas (BANKOVA et
al., 1999, PARK et al. 2004; SOARES et al., 2006; TAVARES et al., 2006). A técnica mais
utilizada para a identificacdo dos constituintes nesses extratos é a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), acoplada a um detector UV/VIS, para identificar as moléculas
gue estdo neles solubilizadas, principalmente o artepilin C, que é caracteristica de
prépolis verdes, cuja estrutura encontra-se representada na FIGURA 3.12.

—K:omposigéo estrutural

/

Férmula quimica

Ci19H2403

FIGURA 3.12- Estrutura do Artepelin C

44



7

Nos paises asiaticos, a propolis verde € conhecida por suas propriedades
antitumoral e atividade anticariogénica. O artepillin C, FIGURA 3.12, (acido 3,5-diprenil-p-
cumarico) € o composto presente em maior concentracado na propolis verde. Sendo assim,
o estudo das propriedades biol6gicas desse composto é de grande importancia para
determinar se as atividades observadas na prépolis verde estdo relacionadas com ele.
Atualmente, proximo de 300 componentes, principalmente compostos fendlicos, foram
identificados na propolis verde. A maioria desses compostos isolados pertence a trés
grandes grupos: flavonoides, acidos fendlicos e ésteres, cujas concentracfes também
variam, dependendo da ecoflora da regido de coleta (SIMOES et al., 2004). Alguns
desses componentes estdo presentes em, praticamente, todas as amostras de propolis
verde descritas quimicamente, mas outros sao exclusivos de prépolis de determinadas
regides (LUSTOSA et al., 2008).

A melhor forma de relacionar a origem botanica de determinada amostra de
prépolis é a andlise de sua composicdo quimica comparada com a fonte vegetal mais
provavel. Essa identificacio € necessaria para que se obtenha algum controle de
qualidade e de procedéncia da prépolis, além da possivel padronizacdo do tipo de
amostra utilizado (PARK, 2002). J4& foram descritos 12 tipos de prépolis brasileiras,
caracterizada a partir de 500 amostras coletadas em todas as regides do Brasil (exceto
regido norte). Dentre esses tipos, a propolis verde foi identificada como a do tipo 12
(PARK, 2000).DAUGSCH, (2007) sugeriu que a propolis vermelha fosse, entéo,
adicionada nessa relacéo, como o 13° tipo de propolis encontrada no Brasil.

Muitos tipos de solvente podem ser utilizados para “extrair” a propolis, isto €,
dissolver e separar a parte resinosa e balsamica, que contém os principios ativos, dos
componentes insollveis e com pequena ou nula atividade farmacoldgica, que formam a
chamada borra da propolis. O solvente mais usado € o alcool etilico de grau alimenticio,
como €é o caso do alcool de cereais.

O Anexo VIl da Instrugdo Normativa n° 11, de 20/10/2000 da SDA/DIPOA, do
Ministério da Agricultura, estabelece que o alcool do extrato para comercializacdo do
extrato liquido de propolis para o consumidor final deve ter no maximo 70° GL (7 partes
de alcool para 3 partes de agua (v/v), o que equivale a 70% de alcool absoluto). A agua
para esse fim é preferivelmente destilada. Em sua falta, pode-se utilizar agua filtrada e
esterilizada. O regulamento do Ministério da Agricultura determina que o extrato deve ter,

no minimo, 11% de extrato seco (ES), também denominado sélidos soluveis totais (SST).
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Isto quer dizer que podem ser preparados extratos com diferentes niveis de ES, contanto
gue o percentual dos mesmos sejam valor iguais ou superiores a 11%. Cerca de 50% de
cada quilo de prépolis é insolivel em alcool, constituindo a chamada borra da prépolis.
Esse valor pode variar entre menos de 40 até quase 60% da prépolis (APACAME, 2013).
Denomina-se extrato seco de propolis a concentracdo de compostos solUveis em um
determinado solvente apds a evaporacdo do mesmo.

Apresentam-se, a seguir, a metodologia e os resultados de extracdo de propolis
obtidos em um trabalho de dissertacdo de mestrado, desenvolvido no Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Parand, intitulado
Propolis:  variabilidade composicional, correlagdo com a flora e bioatividade
antimicrobiana/antioxidante. As extracdes foram realizadas utilizando-se agua ou etanol,
com ou sem aquecimento, sob agitacdo mecéanica. Para padronizacdo da metodologia de
extracdo e demais ensaios biolégicos, foram realizados extracbes de oito amostras de
prépolis, utilizando 8 mL de etanol absoluto ou agua destilada para cada 2g de proépolis
bruta. A incubacéo foi realizada de duas maneiras: (1) em agitador Polystat Model 1201-
00 circulator da marca ColeParmer, a temperatura ambiente (21°C), com agitacdo
reciproca de 170 ciclos por minuto e (2) em incubadora rotatéria com banho-maria,
Gyratory Water Bath Shaker Model G76, da marca New Brunswick Scientific Co. Inc., a
45°C, com agitacao orbital de 200 rpm. As amostras foram incubadas por 24 horas e o
sobrenadante separado por centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos. Com o residuo
obtido foi realizada uma segunda extracdo (denominada reextracdo), sob as mesmas
condicdes, por mais 24 horas, perfazendo 48 horas de extracéo total. O sobrenadante foi
separado nas mesmas condi¢cOes. Para os extratos de 24 horas (primeira extracao) e 48
horas (segunda extragédo), foram determinados rendimentos com base nas massas
medidas e os resultados foram expressos em termos da razdo da massa de solidos
sollveis totais presentes no extrato liquido por grama de amostra inicial de prépolis bruta.

Vérias literaturas descrevem procedimentos de extracdo diferenciados e utilizando
diferentes solventes extratores, sendo comumente os extratos etandlicos de propolis mais
utilizados para os ensaios biol6gicos. As principais diferencas entre as metodologias se
referem aos parametros como tempo de extracdo, concentracdo de etanol utilizado,
temperatura e agitacao.

Devido a diversidade de formas utilizadas para se preparar os extratos de prépolis,

0 procedimento de extracdo requer uma padronizacdo. Dessa maneira, as qualidades de
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diferentes amostras de propolis poderiam ser comparadas e ndo haveria variacées nas
suas propriedades biolégicas devido a metodologia de extracdo. Para a padronizacao da
metodologia, foram verificados o efeito do aquecimento, do tipo de solvente extrator e de
uma segunda extracédo (duas extracdes sequenciais de 24 horas, totalizando 48horas) no
rendimento de sélidos soluveis, composicao (fendlicos e flavonoides totais) e atividades
biolégicas (antimicrobiana e antioxidante).

Nesses experimentos, foram utilizadas oito amostras de prépolis, quatro de Apis
mellifera e quatro de Meliponineos. Por meio de uma analise visual dos extratos obtidos,
observou-se que as amostras de prépolis de diferentes origens levavam a obtencao de
extratos com coloracgdes diferenciadas, variando do incolor ao marrom escuro, devido a
diferencas na flora da regido e na metodologia utilizada. Os extratos obtidos com
aguecimento se apresentaram mais turvos do que aqueles sem aquecimento. Com
relac@o ao solvente utilizado, visualmente, os extratos etandlicos das amostras possuiam
uma coloracdo mais intensa quando comparados aos extratos aquosos das respectivas
amostras.

A determinacdo de rendimento em solidos sollveis totais, conforme apresentado
na trabalho, comprova que hd uma grande variacdo no rendimento de sélidos totais entre
as diferentes amostras de prépolis, independentemente da variedade da abelha coletora.
Diferencas na origem geografica e, consequentemente, na composicdo das amostras
podem explicar essas variagoes.

Observou-se, ainda, que a extracdo realizada com aquecimento aumenta o
rendimento em 8,5%. Com relacdo a reextracdo, pode-se verificar que esse procedimento
€ indispensavel, pois, possibilita um acréscimo significativo de até 50% da primeira

extracdo, no rendimento final dos solidos soluveis totais.

3.8 PROPOLIS VERMELHA

A prépolis vermelha foi classificada de acordo com suas caracteristicas fisico-
qguimicas como do tipo 13, (DAUGSCH et al. 2006), sendo 13 um numero absoluto da
sequéncia das descobertas das prépolis, ou seja, nenhum outro tipo de prépolis foi
classificada desde entdo. Assumiu-se que o exudato vermelho resinoso de Dalbergia

ecastophyllum (L) Taub. (Fabaceae), o "rabo-de-bugio”, era a origem botéanica da prépolis
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vermelha, pois foram observadas abelhas coletando-o dessa planta (DONNELLY et al.
1973; MATOS et al. 1975; SILVA et al. 2007), conforme se pode observar na FIGURA

3.13.

FIGURA 3.13—(a / b) Dalbergia ecastophyllum (L) Taub. (Fabaceae), o "rabo-de-bugio".
(c) Prépolis Vermelha

Fonte: http://faepapb.com.br/projetos_especiais.php?id=11

Por serem os isoflavonoidestipicos da familia Fabaceae, alguns autores sugeriram que
estes poderiam ser usados como marcadores da origem botanica desse produto (SILVA
et al., 2007). Comparacbes qualitativas e quantitativas dos flavonoides e outros
constituintes quimicos entre os perfis cromatograficos da prépolis vermelha e dos
exudatos resinosos da planta D. ecastophyllum indicaram similaridade nos padrdes
(DAUGSCH et al., 2006; SILVA et al., 2007). Foi afirmado, também, que nas areas onde
D. ecastophyllum é rara ou ndo esta presente, as abelhas coletam a resina vermelha de
outras plantas, misturando-as, sendo que as elaboradas com essa mistura apresentaram
uma menor atividade antimicrobiana (DAUGSCH et al., 2006). Alguns pesquisadores
(KAMINSKI & ABSY, 2006; SAWAYAet al., 2006; ABSY& KERR, 1977)relacionam vérias
espécies de plantas encontradas no litoral nordestino capazes de produzir exudato

avermelhado, tais como:
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e Anacardium occidentale L. ("cajueiro”, Anacardiaceae);

e Clusia sp. ("cebola-da-restinga”, Clusiaceae);

e Protium sp. ("almécega, alméscar, breu vermelho", Burseraceae);
e Schinus terebinthifolius Raddi ("aroeira vermelha", Anacardiaceae);
e Tapirira sp. ("pau pombo, cupituba", Anacardiaceae);

e Vismia ("lacre", Clusiaceae).

PARKet al. (2002) sugeriram que as principais fontes de resina para a prépolis brasileira
nordestina seriam as folhas jovens de Hyptis divaricata (Lamiaceae), enquanto que, no
sudeste, seriam as de Baccharis dracunculifolia (Asteraceae) (BASTOSet al., 2000). No
sul do pais, a principal fonte de resina seriam os botdes florais de Populus nigra
(Salicaceae) (PARK et al., 2002). Os estudos ressaltaram, também, que ndo é possivel
assegurar a origem botanica de toda propolis comercializada no pais apenas fazendo
menc¢ao como sendo "prépolis brasileira", pois isso ndo garante que as variaveis fisico-
guimicas e biol6gicas sejam constantes de amostra para amostra (MARCUCCI et al.,
1999; PARK et al, 2002). Na FIGURA 3.14, é mostrada a coleta de prépolis vermelha por
meio de CPI — Coletor de Propolis Inteligente.

FIGURA 3.14— COLETA DA PROPOLIS VERMELHA

Fonte: http://maceioagora.com.br/noticias/noticias.asp?cod=33619
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A propolis vermelha natural, tipicamente alagoana, tem caracteristicas que lhe
conferem propriedades anticancerigenas, anti-inflamatérias e antioxidantes. Produzida a
partir da resina do rabo-de-bugio, planta que fica localizada proxima a manguezais, tem
chamado a atencdo de pesquisadores e empresarios por possuir muitas propriedades
farmacoldgicas.

Atualmente, mais de 90% da prépolis vermelha de Alagoas é enviada para o
Japdo, onde a matéria-prima € utilizada em produtos de tratamento bucal, balas,
chocolates, capsulas e solucao de bochecho, por exemplo. O restante da matéria-prima
produzida no Estado tem sido destinado a pesquisas. De acordo com o APL Apicultura no
Litoral de Alagoas que abrange 22 municipios, de Penedo a Maragogi, com 140
produtores ao todo. Atualmente, a producdo em Alagoas chega a 740 kg anuais de
prépolis vermelha. A expectativa para 2014 é de que a producdo chegue a 1 tonelada
(ASN — Agéncia SEBRAE de Noticias, 2013).

De acordo com o presidente da Cooperativa dos Produtores de Mel e Derivados do
Estado, Reginaldo Lira (2013), atualmente tém sido produzidos cerca de 130 quilos
mensais, sendo que cada quilo é vendido ao preco médio de R$ 550,00 e toda a propolis
produzida hoje, no Estado, é vendida in natura. Devido ao elevado valor comercial, alguns
produtores do Estado do Alagoas ja estdo se dedicando a fazer o melhoramento genético
dos enxames, com a transmissédo de embrido da abelha rainha, para que outras abelhas
rainhas capazes de produzir um produto de qualidade sejam criadas. Ele afirma, ainda,
gue o manejo também tem sido uma preocupacdo dos produtores, que estao se

dedicando mais a desenvolver a producao (Associacao dos Municipios Alagoanos).

Mais de 300 plantas sdo conhecidas por apresentarem atividade estrogénica pelo
fato de possuirem isoflavonas (FAMSWORTH et al.,1975). As fontes alimentares de
fitoestrogénios sdo, apenas, parcialmente conhecidas. A caracteristica estrutural basica
do isoflavonoides sédo dois anéis de benzeno ligados por meio de um anel heterociclico
pirano, na posicdo 3. As isoflavonas mais abundantes sdo a genisteina e daidzeina.
Outros compostos desse grupo incluem a formononetina e a biochanina A que, nos seres
humanos, podem ser metabolizados dando origem a daidzeina e a genisteina,
respectivamente. A formononetina tem sido, frequentemente, utilizada para identificacao e

caracterizacao da propolis vermelha.
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A metodologia a ser utilizada no presente trabalho para a quantificacdo da
formononetina em prépolis vermelha sera baseada em um trabalho desenvolvido por
DAUGSCH (2007), no Departamento de Ciéncia de Alimentos da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). Nesse
trabalho, foi preparadoo extrato etandlico de propolis vermelha, na proporcdo de 500 mg
de exudatos resinosos vermelhos, misturados com 5 mL de etanol a 80 (v/v), durante um
periodo de 10 minutos, a 70 °C. Em seguida, o extrato obtido foi filtrado e analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) utilizando-se um
cromatégrafo equipado com uma coluna YMC Pack ODS-A (RP-18, coluna de tamanho
4,6 x 250 mm; com particulas de tamanho 5 um) e detector DAD (dispositivo conectado
na saida da coluna que percebe a presenca de componentes e emite um sinal elétrico a
ser registrado na forma de um pico, cuja area é proporcional a quantidade do componente
analisado).Esse detecta o0 espectro total,além da intensidade da luz e tempo, conveniente
para determinar o comprimento de onda mais adequado, (SPD-M10A, Shimadzu Co.). A
coluna foi eluidapor meio de um gradiente linear,composto de agua (solvente A) e
metanol (solvente B), iniciando com 30 % de B (0-15 min), aumentando até 90% B (15-
75), parando em 90% de B (75-95 min) e diminuindo,novamente, até 30% de B (95-105
min).O fluxo de solvente era de 1 mL/min e a deteccdo dos compostos presentes na
amostra era realizada a 268 nm, no detector DAD. Os padrbes auténticos de flavonoides
e outros compostos quimicos foram obtidos da Extrasynthese Co. Franca.Os resultados
da cromatografia do trabalho realizado por DAUGSCH(2007) sao apresentados na
TABELA 3.5.
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TABELA3.5 -RESULTADOS DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA DE

EFICIENCIA DA PROPOLIS VERMELHA

Pico Tempo de Compostos Quantidade
retencao (mg/g)
(min)
1 13,42 Rutina 0,7
2 16,99 Liquiritigenina 1,8
3 20,63 Daidzeina 0,3
4 22,35 Pinobanksina 1,7
6 24,59 Quercetina 0,5
7 28,40 Luteolina 1,2
9 32,15 Dalbergina 0,4
10 34,62 Isoliquiritigenina 4.8
11 36,97 Formononetina 10,2
13 40,08 Pinocembrina 3,3
Pinobanksin-3-
14 42,30 1,7
acetato
15 46,45 Biochanin A 0,5

Fonte: DAUGSCH(2007)

A formononetina, cuja estrutura pode ser visualizada na FIGURA 3.15, € um

isoflavonoide, com atividade estrogénica e antifungica. Quando mamiferos consomem

essa isoflavona, ela € metabolizada, dando origem a outra isoflavona, a daidzeina, que é

um dos isoflavonoides agliconas presente na soja. Esse ultimo é utilizado na prevencao e

tratamento dos sintomas da menopausa e no tratamento de cancer de prostata e de
mama (DAUGSCH et al., 2006).
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FIGURA 3.15- ESTRUTURA DA FORMONONETINA
Fonte: Methods of Analysis for Functional Foods and Nutraceuticals — W. Jeffrey Hurst

Na FIGURA 3.16 é apresentado o perfil cromatografico (CLAE-FR) dos flavonoides
e outros constituintes quimicos da prépolis vermelha. A identificacdo dos compostos
guimicos foi realizada pela comparacéao direta com padrao auténtico e baseada no tempo
de retencdo. Por comparacao entre o perfil cromatografico da amostra de prépolis e dos
padrdes utilizados, observa-se que, no tempo de retencdo 36,97 min, ocorre 0 maior pico
dos flavonoides, o que evidencia a formononetina como a principal substancia encontrada

até o presente momento na propolis vermelha.
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FIGURA 3.16 - PERFIL CROMATOGRAFICO DA PROPOLIS VERMELHA
Fonte: DAUGSCH (2007)

O percentual de ceras presente na propolis € um dos parametros utilizados na
determinacdo da qualidade da amostra. Sua quantificacéo é feita por meio da diferenca
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de peso obtida em extracdes realizadas com um solvente composto pela mistura
cloroférmio-acetona, na proporcdo 2:1 (v/v) (misturas mecanicas) e da porcentagem de
prépolis soluvel em meio aquoso (insoluveis totais) (ADOLFO LUTZ,1985). Na FIGURA
3.17, observa-se uma amostra de prépolis contendo muitos pontos de cera e, na FIGURA
3.18, outra amostra de prépolis, contendo pouca cera.

FIGURA 3.17- AMOSTRA DE PROPOLIS COM MUITOS PONTOS DE CERA

FIGURA 3.18- AMOSTRA DE PROPOLIS COM POUCOS PONTOS DE CERA.
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4. METODOLOGIA

Neste capitulo, sera apresentada a metodologia utilizada no desenvolvimento do
presente trabalho, bem como os métodos analiticos utilizados para determinacdo da
qualidade da propolis produzida. Inicialmente, serdo apresentados os métodos utilizados
para a coleta, nos apiarios, das amostras de prépolis e a metodologia geral utilizada para
obtencdo de extratos alcodlicos de prépolis. Em seguida, serdo apresentados 0s
procedimentos utilizados nos experimentos com a propolis vermelha, ou seja,
caracterizacao fisica da propolis utilizada, o método analitico utilizado para a identificacéo
e quantificacdo da formononetina presente na amostra e a metodologia adotada para
estudo da influéncia da concentracao de alcool na extracao de formononetina, a partir de
amostras de propolis vermelha bruta, em diferentes concentracdes alcodlicas. Na
sequéncia, serdo apresentadas as condi¢des experimentais de extracao, utilizadas para o
estudo dos parametros operacionais que levam a obtencdo das maiores quantidades de
sélidos soluveis totais, para as duas variedades de prépolis investigadas, a verde e a
vermelha. Finalmente, serd apresentada a metodologia e as condicbes operacionais
utilizadas para a extracdo de propolis, em dois estagios, para os dois tipos de propolis
investigadas, a verde em agua e em solucao alcodlica (etanol) e a vermelha em solucao

alcodlica (etanol).

4.1 PRODUCAO E COLETA DA PROPOLIS BRUTA NOS APIARIOS

No desenvolvimento deste trabalho, foi possivel acompanhar de perto a producéo
da prépolis verde, desde a implantacdo dos apiarios até a colheita da prépolis. Foi
observado que, inicialmente, € preciso ter conhecimento técnico do processo, como, por
exemplo, a area de utilizacdo do apiario, o numero de colmeias instaladas em uma
mesma regido, selecao das rainhas, a area de pastagem e varios outros requisitos que
devem ser atendidos para o sucesso da producao.

Os locais para a criacdo das abelhas foram escolhidos na regido de Caeté-MG,
cidade situada a 50 Km de Belo Horizonte, por ser uma area distante do grande centro e
de vegetacdo densa em alguns locais. E imprescindivel que a regido escolhida tenha a

presenca da “vassourinha do campo”, nome popular dado ao Baccharis dracuncolifolia,
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principal fonte de coleta de resina pelas abelhas para a producdo da prépolis verde,
devido ao Artepelin C, encontrado nessa espécie. A concentracdo do Baccharis
dracuncolifolia nessa regido é abundante.

De um modo geral, ao se escolher um local para criagdo das abelhas, deve-se
estar atento para que esta esteja distante de aglomerados de pessoas, como vilarejos,
condominios rurais e cidades pequenas, pois a Apis melifera africanizada é muito brava,
podendo atacar se o0 seu habitat for invadido por curiosos ou pessoas nao autorizadas
para manusear as colmeias.A intervencdo do apicultor na criacdo das abelhas é
fundamental para aperfeicoar a producéo e trazer mais lucros. Na criacdo das abelhas, é
necessario que se tenha, no minimo, um apicultor e um ajudante, sendo que, no periodo
de safra, esse niumero de pessoas pode aumentar devido a necessidade de se visitar 0
apiario mais vezes e alimentar as abelhas, além da manutencdo com capinas e troca dos
guadros com cera alveolada.

Para que possa ser comercializada, a propolis deve apresentar algumas
caracteristicas, especificadas por meio de analises qualitativas e quantitativas que
garantam a identificacdo do produto, assegurando a conservacdo das substancias
volateis, como por exemplo, os flavonoides.

De maneira geral, as determinacdes que garantem a identificacdo e a qualidade da
propolis sdo o percentual de flavonoides, ceras, umidade, indice de oxidagdo e, a
quantidade de formononetina, exclusiva da propolis vermelha.

As andlises do teor de umidade foram realizadas utlizando-se o método
convencional de perda de massa em estufa a 105 °C, durante 04 horas (ADOLFO LUTZ,
2005), conforme descrito mais a frente na metodologia (item 4.3.1, pagina xx).

O teste da quantidade de ceras é um indicador que representa o percentual de
resinas de plantas. Quanto maior o percentual de ceras, pior sera a qualidade da prépolis,
0 que quer dizer prépolis com baixa concentracdo de Artepelin C (propolis verde) ou de
formononetina (prépolis vermelha).

As amostras de prépolis foram selecionadas apés a coleta nos apiarios, passando
por um processo de pré-tratamento, em que foram retiradas sujidades do tipo insetos
mortos, pedacos de madeiras, entre outras. Além da limpeza prévia, respeitou-se a
metodologia do quarteamento do material coletado e amostragem de 1% (m/m) do

produto coletado.
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Apés a realizacdo dos testes inicias e de qualificagcdo da propolis, foi dado inicio ao
estudo da influéncia que algumas condi¢cdes operacionais exercem sobre a extracao de
prépolis vermelha em solucéo alcodlica no caso etanol, e de prépolis verde em agua e em

solucéo alcodlica, também etanol.

4.2 METODOLOGIA GERAL PARA OBTENCAO DE EXTRATOS LIQUIDOS
DE PROPOLIS

Para utilizar os constituintes da prépolis por meio das suas propriedades
farmacoldgicas, ela é submetida a extracdes em meios alcodlicos e aquosos. De forma a
orientar o processo de extracdo, foi utilizado o padréo oficial para o extrato de prépolis
verde pela INSTRUCAO NORMATIVA N° 3, DE 19/01/2001 do Dep. de Inspecéo de
Produtos de Origem Animal, do Ministério da Agricultura. O anexo VIl dessa Instrucao fixa
e descreve a composicdo, propriedades fisicas e quimicas, caracteristicas sensoriais,
acondicionamento e demais condicbes que um extrato deve obedecer para ser
considerado apto para a comercializacdo e o consumo. As etapas do processo de
extracdo de propolis utilizadas no presente trabalho sdo descritas a seguir. Ressalte-se
gue este € o processo convencionalmente utilizado pelas empresas para obtencdo de
extratos alcodlicos de prépolis.

| - Ambiente de producao

Para garantir a qualidade do produto, as instalagdes externas e internas precisam
atender as boas praticas de fabricacdo. A parte interna de uma fabrica deve ser bem
dividida, possuindo dependéncias separadas, a fim de evitar a contaminacao cruzada. Por
esse motivo, os setores de beneficiamento da propolis in natura, os setores de extracéo,
de produtos acabados e de controle de qualidade ndo possuiam comunicacéo direta, a
nado ser para dar sequéncia ao fluxograma.Todos os equipamentos eram construidos em
aco inox 310, pisos e tetos com revestimento em epOxi e rigoroso controle de invasores

biolégicos.
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Il - Preparo da prépolis bruta para a extracao

No momento de se colher a propolis das colmeias, foram tomados todos os
cuidados para ndo embolar ou compactar os fragmentos, pois isto dificultaria sua limpeza
e classificacdo. O transporte até o setor de beneficiamento na fabrica era feito em
embalagens plasticas, devidamente higienizadas. Preparar a propolis para extracdo
significa retirar fragmentos e eventuais impurezas, como abelhas, pedacos de madeira, de
favo, folhas, tracas e outras inclusdes. ApGs a limpeza, foram enviadas amostras para o
laboratério, para que fosse realizado o teste de flavonoides, garantindo a qualidade do
produto, sendo feita uma reclassificacao da prépolis, quando necessario. A propolis obtida
com o auxilio de coletores €, geralmente, mais limpa e pura do que aquela obtida por
raspagem, o que facilita bastante esta etapa do trabalho e propicia a obtencéo de extratos
de excelente qualidade. Finalmente, a prépolis bruta era pesada, homogeneizada,
triturada e separada para utilizacdo (amostra utilizada para realizacdo dos ensaios

subsequentes).

1l - Solvente

Os solventes sao utilizados para “extrair” a propolis, isto €, solubilizar os principios
ativos contidos nas partes resinosa e balsamica. Apds essa extracdo e separacdo do
extracdo liquido, sobra a borra de prépolis, constituida pelos componentes insollveis
naquele determinado solvente. Quando se utiliza o etanol como solvente, a borra de
prépolis que sobra apresenta atividade farmacolégica pequena ou nula. Deve-se ficar
claro que outros solventes podem ser utilizados, como por exemplo, a &agua, o0
propilenoglicol e a glicerina, sendo os dois ultimos utilizados com equipamentos de
extracdo mais robustos. A extracdo na base alcodlica extrai da propolis verde mais
guantidade de flavonoides, comparado aos demais solventes. Porém, algumas
substancias extraidas na base aquosa contribuem para o combate de radicais livres. No
presente trabalho, foram utilizadas solu¢cdes alcodlicas a base de etanol (tanto para a
prépolis vermelha quanto para a verde) e agua deionizada (somente para prépolis verde).
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IV - Mistura da préopolis

Tanto na fabrica quanto nos ensaios realizados em laboratério, na etapa de
mistura, também chamada de maceramento, o produto era colocado em contato direto
com o solvente, em uma usina de extracdo, contendo duas pas acopladas a um motor
para misturar o produto. Ao se utilizar a solugdo alcodlica, essa mistura era agitada trés
vezes ao dia, durante trés dias. Apos a ultima agitacdo, a mistura era mantida em repouso
para decantar e, em seguida, era filtrada, obtendo-se, assim, o extrato alcodlico de

propolis.

4.3 CARACTERIZACAO FISICA E QUIMICA DAS PROPOLIS VERDE E
VERMELHA

A caracterizacdo da prépolis é feita por meio da determinacdo de alguns
parametros fisicos, tais como, teor de umidade, percentual de ceras e pela presenca de
alguns flavonoides especificos. No caso da propolis vermelha, o flavonoide em maior
abundancia é a formononetina. Serdo descritos, a seguir, 0os procedimentos adotados
para a caracterizacdo fisica e quimica das duas espécies de propolis utilizadas no
presente trabalho.

4.3.1 —Teor de umidade

A metodologia de analise utilizada foi baseada na diferenca de massa, antes e
apos a secagem da amostra em estufa, conforme descrito por ADOLFO LUTZ (2005). Na
realidade, a perda de massa nao é devida somente a agua removida, mas, também, a
outras substancias que se volatilizam nessas condi¢oes.

Foram pesados, em duplicata, aproximadamente 5 g das amostras de prépolis
bruta, em cadinho previamente tarado, os quais foram levados imediatamente para a
estufa, a uma temperatura constante de 105 °C, durante 4 horas. Apds a secagem, 0S
cadinhos foram retirados da estufa e transferidos para o dessecador, até atingirem a
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temperatura ambiente. Em seguida, foram realizados os calculos do percentual de agua

presente nas amostras de propolis, utilizando-se a EQUACAO (4.1).

Umidade(%) = 100- (B - A) x 100 (4.1)
p

B = massa do cadinho mais amostra apds secagem em estufa (gramas)
A = massa do cadinho sem amostra (gramas)

p = massa inicial da amostra (gramas)

4.3.2 PERCENTUAL DE CERAS

A determinacao do percentual de ceras presente em propolis € feita por meio da
diferenca de massa obtida em extracdes realizadas com um solvente composto pela
mistura cloroférmio-acetona na proporcao 2:1 (v/v), denominado misturas mecanicas, que
consiste no percentual de aproveitamento da prépolis, e a extragcdo em agua (insolUveis
totais) (ADOLFO LUTZ, 1985). A seguir, séo descritas as metodologias utilizadas para as
analises de Insoluveis Totais e Misturas Mecanicas, sendo o percentual de ceras obtido

pela diferenca entre eles.

A - Misturas Mecéanicas

Em um béquer de 50 mL, eram adicionados aproximadamente 1g da amostra de
prépolis e 15 mL de um solvente composto por cloroférmio-acetona, na proporcéo 2:1
(v/v). A mistura era agitada durante 5 minutos, utilizando-se um bastédo de vidro e, em
seguida, deixada em repouso a temperatura ambiente, por 1 hora. Apds esse intervalo, a
solucdo era filtrada em papel de filtro qualitativo de 3 micras, previamente tarado.
Pequenas por¢cBes da mistura cloroférmio-acetona eram utilizadas para retirar todo o
residuo do béquer e para lavar o papel de filtro, concentrando, assim, todo o residuo no
fundo do papel. O papel de filtro era, entéo, levado a estufa, a 80 °C, por 2 horas. Apos a
secagem em estufa e resfriamento, em dessecador, até atingir a temperatura ambiente, a
amostra era pesada e os calculos do percentual de cera presente na amostra de prépolis

eram realizados por meio da EQUACAO (4.2).
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% misturas mecanicas = 100 x (A1 — A2) (4.2)

p
Sendo:

Al = massa do papel + residuo (gramas)
A2 = massa do papel sem amostra (gramas)
p = massa da amostra (gramas)

B - InsolGveis Totais

Em um béquer de 250 mL era pesado, aproximadamente, 1 g da amostra de
propolis e adicionados 100 mL de &gua deionizada. A mistura era colocada em banho-
maria, a temperatura de 40 °C, por 30 minutos, agitando com bastdo. Apds esse intervalo,
a solucédo era filtrada em papel de filtro qualitativo de 3 micras, previamente tarado.
Pequenas porcdes de agua deionizada eram utilizadas para retirar todo o residuo do
béquer e para lavar o papel filtro, concentrando assim todo o residuo no fundo do papel.
O papel de filtro era levado a estufa, a 80 °C, durante 4 horas. Apos o periodo de
secagem, em estufa, e resfriamento, em dessecador, até atingir a temperatura ambiente,
a amostra era pesada e os calculos do percentual de insollveis totais eram realizados por
meio da EQUACAO (4.2), descrita acima.

Apbs a certificacdo da qualidade das amostras de propolis, baseada nas andlises
do percentual de umidade e do percentual de cera, foram realizados o0s ensaios de
identificacdo e quantificacdo de formononetina (prépolis vermelha) e flavonoides (propolis
verde).A determinacdo do percentual de ceras era obtido pela diferenca entre os valores

encontrados para as misturas mecanicas e insollveis totais.

4.3.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DA FORMONONETINA
PRESENTE NA PROPOLIS VERMELHA

As analises para identificagdo e quantificacdo da formononetina presente na
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prépolis vermelha eram feitas pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), em equipamento do tipo Varian Pro-star 210 UV, em coluna RP 18 n° 07 Merck,
com fase moével constituida pela mistura metanol:agua (75:25) v/v. Na realizacdo dos
ensaios, eram injetados 20 pL do extrato de prépolis em uma coluna (RP-18, 250 x 4,6
mm; tamanho de particula 5 pm) instalada em um sistema de cromatografia liquida, com
sistema isocratico. A vazdo era de 1,0 mL.min™ e o tempo de corrida das amostras era de
20 minutos. O composto de interesse era identificado por meio da comparagcdo com 0s
espectros do padrdo na regidao do ultravioleta (268 nm), obtido por meio do detector de
UV, acoplado ao equipamento de HPLC, baseado no tempo de retencdo. A quantidade de
formononetina obtida em cada extrato era determinada por meio da determinacéo da area
sob o pico, em comparacéo direta com padr&o auténtico, por meio da EQUACAO 4.3.

Formononetina(mg/g de prépolis) = A*B*C*D/1000 (4.3)

Nessa equacao, tem-se que:

(A) — Valor, em mg.L™, de formononetina presente na amostra a partir do célculo da &rea;
(B) — Dissolucéo de 1 g de prépolis vermelha em 10 mL de solucéo;

(C) - Diluicéo de 1 mL da solucéao inicial em 10 mL de etanol;

D) - Diluigao de 0,2 mL do balédo em (C) em 10 mL de etanol.

4.3.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS FLAVONOIDES
PRESENTES NA PROPOLIS VERDE

Eram pesadas amostras de 0,1 gramas de propolis bruta em um béquer de 50 mL em
uma solucdo de etanol a 80 °GL. Para a determinacdo dos flavonoides presentes na
amostra, eram realizados ensaios em triplicata, conforme descrito a seguir. Um mL do
extrato de propolis obtido era transferido para um baldo volumétrico de 10 mL, contendo
uma solucdo de 0,1 mL de uma soluc¢éo de nitrato de aluminio 10 w/w e 0,1 mL de uma
solucdo de acetato de potassio 1mol.L™, completando-se os volumes dos baldes com
solucdo de etanol 80 °GL. Para elaboracdo da curva de calibracdo padréo, foi utilizada
guercetina nas concentracdes de 5,0 a 50 pg/mL dissolvida em etanol. A leitura em
espectrofotbmetro Beckman DU-70 era feita apés 40 minutos, em 415 nm. Esse
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procedimento € padronizado e amplamente utilizado pelas indUstrias para para a
determinacgdo da qualidade da propolis.

A determinacao da concentracao de flavonoides (mg/100g) presentes na amostra
de prépolis verde era feita por meio da Equacao (4.4), apresentada a seguir.

Flavonoides (mg/100g) = (ABSxCx50)/ m (4.4)
Nessa equacéo, tem-se que:

ABS = valor da leitura da absorbancia em espectrofotdmetro;
C = constante de calibragéo obtida na curva de calibracdo com quercetina ;
m = massa da amostra de prépolis bruta (g)

O principio dessa reacdo baseia-se na formacdo de quelatos entre o metal
(aluminio) e os flavonoides, principalmente os flavonols (3-hidroxiflavonas) como a
guercetina, em solucdes alcodlicas, levando a um efeito batocrémico (aumento do
comprimento de onda em que uma molécula, ou um grupo, absorve ou emite radiacdo),
do espectro de absorcdo dos flavonoides, com alteracdo da coloracdo, (PARK et
al.,1998).

4.3.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ALCOOL NA
EXTRACAO DE FORMONONETINA

Com o0 objetivo de se determinar a concentracdo de alcool que leva a maior
extracdo de formononetina,foram realizadas extracbes em quatro diferentes
concentragdes de etanol (90, 80, 70 e 60 °GL). Para tanto, pesava-se aproximadamente
um grama da propolis vermelha e adicionavam-se 10 mL da solucdo de etanol, na
concentracdo especificada. Agitava-se o0s frascos para promover a mistura dos
cosntituintes filtrados. Os extratos obtidos eram acondicionados em frascos de vidro
ambar e mantidos a temperatura ambiente, por até 30 dias. Os extratos assim obtidos
eram submetidos a analise quimica, utilizando-se o método de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (HPLC) para identificacdo e quantificacdo do principal flavonoide presente
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na prépolis vermelha, a formononetina.

4.4 DETERMINACAO DA QUANTIDADE DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS
PRESENTES NOS EXTRATOS DE PROPOLIS (VERDE E VERMELHA)

Outro objetivo deste trabalho era estabelecer uma relagdo quantitativa entre a
concentracao inicial de prépolis, que € a proporcdo em massa de prépolis bruta em
relacdo ao solvente, e a quantidade de sélidos sollveis totais no extrato liquido filtrado,
apos a maceracao (extracdo). Assim, foram utilizadas propolis de abelha da espécie Apis
mellifera, sendo a verde oriunda da regido de Minas Gerais e a vermelha da regido de
Alagoas. Ambas sdo comuns no comércio dessas regides e apresentam composicoes
quimicas diferentes. A prépolis verde foi submetida a extragdo (maceracdo) com dois
tipos de solvente, solucdo alcodlica (etanol) e agua deionizada. Porém, a extracdo da
prépolis vermelha foi realizada, somente, com solugéo alcodlica (etanol).

O processo de maceracao era formado por 05 etapas:

1) Selecéo de propolis- nessa etapa eram retiradas todas as sujidades da propolis
bruta, como por exemplo; pedacos de madeira durante a coleta, insetos e até
mesmo abelhas mortas. Era, também, realizada a classificacéo visual da qualidade
da prépolis, que posteriormente era confirmada pelas andlises de controle de
gualidade.

2) Congelamento- etapa a qual a propolis bruta era submetida, para tornar a sua
trituracdo mais facil. Sem o congelamento era impossivel fragmenta-la em
pequenas particulas para melhorar a extracao.

3) Trituracdo- nessa etapa a propolis bruta era quebrada em particulas tdo pequenas
ao ponto de ser uma porcao na forma de p6.

4) Maceracdao -etapa em que a prépolis era colocada em contato com o solvente para
ocorrer a extracdo dos constituintes solaveis .

5) Filtrac&o- era a ultima etapa do processo, em que 0 extrato liquido de prépolis e a
borra residual, formada por ceras e resinas ndo extraidas pelo solvente, eram

separadas.
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O fluxograma do processo de maceracao de propolis (verde e vermelha), Na FIGURA 4.1,

€ apresentado.

FIGURA 4.1 - FLUXOGRAMA GERAL DO PROCESSO DE MACERAGCAO (EXTRACAO)
DE PROPOLIS (VERDE E VERMELHA)

INiCIO

SELECAO DA PROPOLIS
Seleciona-se propolis bruta,
retirando-se possiveis sujidades

NZo ®

Sim
A 4
CONGELAMENTO
Congela-se a propolis selecionada por
periodo suficiente para esta ser
triturada.

v

TRITURACAO
Tritura-se a propolis em um
liquidificador utilizado em laboratério

v

MACERACAO
Coloca-se a propolis para macerar em
solvente, monitorando os resultados
da anélise de residuo seco até que a
varia¢do dos mesmos seja minima.

FILTRACAO
Coloca-se o produto para filtrar

utilizando papel filtro qualitativo
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A A
EXTRATO BORRA UMIDA
Produto final liquido. Pesa-se e Produto de baixa atividade
registra-se o valor. farmacoldgica - descarte

> FIM <
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A massa total para cada teste era de 1.000 g de mistura, prépolis bruta mais

solvente em que se variava de 10 a 60 (w/L)a massa de propolis verde em alcool
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hidratado (etanol) 90 °GL; de 10 a 40 (w/w) a massa de propolis verde em agua a 60°C e
de 15 (w/w) massa de prépolis vermelha com solucdo alcodlica (etanol) nas
concentracdes de 70, 80 e 90 °GL. As condi¢cOes operacionais utilizadas para a condugéo
dos experimentos encontram-se relacionadas na TABELA 4.1.

TABELA 4.1 — CONDICOES EXPERIMENTAIS UTILIZADAS PARA A EXTRACAO DE
PROPOLIS VERDE E VERMELHA VISANDO A DETERMINACAO DAS MELHORES
CONDICOES DE EXTRACAO

W Propolis Propolis Propolis
Condicdes de extragao Verde Verde Vermelha

Regido Minas Gerais Minas Gerais Alagoas
. Alcool Agua Alcool
Solvente utilizado ) g_
Deionizada
r do alcodlica
Graduagdo ' 90 i 90, 80 e 70
(°GL)
Temperatura de )
P . Ambiente 60 * Ambiente
extracdo (°C)
Concentracéo
propolis/solvente 10a60 10a40 15
(w/w)
Tempo de extracao
empo de extrag 72 02 72

(horas)

*Temperatura do ponto de fusdo da maioria das propolis: 60 a 70°C (MARCUCCI, 1996).

Foram realizados 13 ensaios, todos em triplicata. A temperatura utilizada para a
extracdo da prépolis verde em agua (60 °C) foi baseada no trabalho de MARCUCCI
(1996), sendo esta a temperatura maxima que deve ser utilizada, de maneira a garantir
gue ndo haja mudancas na composicdo quimica dessa propolis. Os experimentos com a
prépolis verde foram realizados com uma Unica concentracdo de alcool (90 °GL) devido
aos conhecimentos praticos previamente adquiridos, por meio de uma extensa vivéncia
na producdo de propolis em escala industrial, quando foi constatada que essa era a

condicao que levava aos maiores percentuais de extracédo de flavonoides.
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Decorrido o tempo especificado para o contato entre o solvente e a propolis bruta
de cada amostra, a mistura era deixada em repouso por 12 horas ou pelo tempo
suficiente para que ocorresse a decantacdo. Era, entdo, filtrada e o preparado era
reservado (extratos de propolis) para as andlises de perda de massa em estufa
(determinacdo do percentual deresiduo seco, o qual, permite calcular a quantidade
desdlidos soluveis totais no extrato liquido), conforme descrito a seguir.

Foram pesados, em triplicata, aproximadamente 5 g de cada amostra de extrato de
propolis obtida nos ensaios realizados, em cadinho previamente tarado, os quais foram
levados imediatamente para a estufa, a uma temperatura constante de 105 °C, durante 4
horas. Apés a retirada dos cadinhos da estufa, estes foram transferidos para o
dessecador, até atingirem a temperatura ambiente. Em seguida, foram realizados os
calculos do percentual de residuo seco presente nas amostras dos extratos de prépolis,
utilizando-se a EQUACAO (4.5).

% (Residuo seco) = (B - A) x100 (4.5)
p

Nessa equacéo, tem-se:
B = massa do cadinho mais amostra ap6s secagem em estufa (gramas);
A = massa do cadinho sem amostra (gramas);

p = massa inical da amostra (gramas).

4.5 EXTRACAO EM DOIS ESTAGIOS, EM CORRENTE CRUZADA, PARA OS DOIS
TIPOS DE PROPOLIS: VERDE E VERMELHA.

Para a realizacdo desses experimentos, primeiramente, a propolis bruta era
colocada em contato com o solvente, nas condicbes especificadas na TABELA 4.2
(condicbes utilizadas para a extracdo em um estagio). A escolha da concentracdo da
solucédo alcodlica, bem como da relacdo entre as massas de propolis bruta e solvente foi
baseada nos resultados obtidos previamente neste trabalho.
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TABELA 4.2 — CONDICOES EXPERIMENTAIS UTILIZADAS PARA EXTRACAO EM UM
ESTAGIO

Ndmero CondicGes de extragdo Extracdo de Extracdo de Extracdo de prop.
de propolis verde propolis verde vermelha
extracdes em etanol 90 (v/v) em agua em alcool 90 (v/v)

Tempo de extracio 72 horas 2 horas 72 horas
Extracdo
emum | Temperatura de extragéo (°C) Ambiente 60 Ambiente
tnico Massa de propolis bruta (g) 350 150 150
estagio
Massa de solvente () 650 850 850

Terminada a extracdo do primeiro estagio, a mistura era filtrada em papel de filtro
qualitativo de 3 micras. O residuo (borra) obtido na primeira extracdo era contatado
novamente com solvente fresco, utilizando-se mesma quantidade de solvente
estabelecido para o primeiro estagio (extracdo em corrente cruzada).

Amassa total utilizada em cada experimento era de 1.000g (tanto para o primeiro
guanto para o segundo estagio), somando-se solvente e soluto. Ao final da segunda
extracdo, os dois extratos eram reunidos, homogeneizados e encaminhados para
determinacdo do percentual de solidos sollveis totais, por meio da analise de residuo
seco, conforme descrito no item 4.4 (paginas 66 e 67).
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5.RESULTADOS

Neste capitulo, a apresentacdo dos resultados sera dividida em trés partes, sendo
a primeira destinada a prépolis vermelha, a segunda, referente aos resultados obtidos
com a propolis verde e, na terceira parte, serdo apresentados os resultados obtidos para
extracdo em dois estagios em corrente cruzada, tanto para a prépolis vermelha quanto
para a verde.

Parte | — Prépolis Vermelha
5.1- CARACTERIZACAO FiSICA DA PROPOLIS VERMELHA BRUTA

A amostra de propolis vermelha bruta, antes do processo de secagem, apresentava
uma cor laranja, como se pode se observar na FIGURA 5.1, passando a apresentar a cor
vermelha, apdés a secagem (FIGURA 5.2). Essa mudanca se deve a exposicdo da
amostra a uma temperatura elevada (105 °C) durante a secagem.

FIGURA 5.1 — AMOSTRA DE PROPOLIS VERMELHA IN NATURA MOIDA.
Fonte: Laboratério Unis — Betim/MG

FIGURA 5.2 — AMOSTRA DE PROPOLIS VERMELHA APOS SECAGEM EM ESTUFA.

Fonte: Laboratorio Unis — Betim/MG
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O teor de umidade encontrado na propolis vermelha bruta foi de 4,5% (w/w). Esse
valor esta dentro da faixa dos valores normalmente encontrados para propolis de elevada
qualidade, que, de uma maneira geral, encontra-se abaixo de 7,0%. E importante que a
propolis bruta apresente um baixo teor de umidade, evitando assim, sua possivel
degradacdo. Propolis com alto teor de umidade sofre oxidacdo com facilidade, fica
susceptivel ao ataque de fungos, além de causar perdas consideraveis de suas
propriedades, podendo ter o seu valor comercial muito reduzido.

Conforme apresentado na metodologia, item 4.3.2, a determinagdo do percentual
de ceras é realizada por meio da diferenca de massa obtida em extracfes realizadas com
um solvente composto pela mistura cloroférmio-acetona, na propor¢ao 2:1 (v/v) (misturas
mecanicas), e a extracdo em agua (insolluveis totais). O extrato obtido a partir da extracdo
com agua, a 60 °C, se apresentou mais turvo do que o extrato obtido com a mistura
mecanica (extragdo realizada com mistura a cloroférmio-acetona), sendo que, este ultimo
apresentava uma coloragdo amarelada mais intensa. E provavel que a turbidez no extrato
aguoso, esteja associada a extracao de alguns compostos organicos, pouco soliveis em
agua. A cor mais intensa obtida na mistura mecénica deve-se aos flavonoides, presentes
em maior concentragdo quando extraidos em cloroférmio/acetona.

O percentual de ceras encontrado na propolis vermelha bruta foi de 38,4%. Esse
percentual € considerado elevado, pois propolis de outras origens botanicas, com elevada
qualidade, geralmente, apresentam percentuais inferiores a 30%, sendo que, prépolis de
excelente qualidade, apresentam percentuais de cera abaixo de 20%. O elevado
percentual de ceras encontrado na propolis vermelha deve-se, provavelmente, a escassez
da planta Dalbergia ecastophyllum, de onde as abelhas retiram a resina responsavel pela
qualidade da propolis. Dessa forma, as abelhas coletam resinas de outras plantas, que
apenas agregam cera a propolis.

Os extratos e os residuos obtidos na extracdo com a mistura cloroférmio-acetona
sdo mostrados nas FIGURAS 5.3 e 5.4. Nas FIGURAS 5.5 e 5.6, sdao apresentados,

respectivamente, os extratos e os residuos obtidos na extracdo com agua deionizada.
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FIGURA 5.3 - EXTRATO OBTIDOEM  FIGURA 5.4 — RESIDUO SOLIDO
MISTURA CLOROFORMIO-ACETONA  INSOLUVEL, APOS EXTRAGAO COM
(2:2). MISTURA CLOROFORMIO-ACETONA (2:1).

FIGURA 5.5 — EXTRATO DE_ FIGURA 5.6 — RESIDUO SOLIDO
PROPOLIS VERMELHA, APOS INSOLUVEL, APOS EXTRAGAO
EXTRAGAO EM AGUA DEIONIZADA.  EM AGUA

5.2 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DA FORMONONETINA
PRESENTE EM PROPOLIS VERMELHA

Nas andlises de formononetina da propolis vermelha, por HLPC, foram realizadas
extracdes com diferentes concentracfes alcodlicas (60, 70, 80 e 90 °GL), na relacdo de 1
g de propolis bruta com adicdo de 10 mL de solugdo de etanol, nas concentracdes
especificadas, conforme metodologia descrita no item 4.3.3 deste trabalho, para
identificacdo e quantificacdo da formononetina presente nos diferentes extratos alcoolicos

obtidos. Os cromatogramas do padrdo de formononetina utilizado e dos extratos, bem
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como, as condi¢cdes experimentais utilizadas em cada andlise
FIGURAS 5.7 e 5.8.

sdo apresentadas nas

Dados do HPLC Padréo de Extrato solucéo Extrato solucéo
Formononetina. 90°GL 80°GL
Tempo corrida (mim) 8,093 20,0 20,0
Tempo pico (mim) 4,115 4,109 4,098
Valor da area 1856945 1526060 1927204
PPM de formononetina 1,2017 0,9875 1,2472
% (a) Padréo de Formononetina
|
= # \l
|
J \
& 2 ‘
i (b) Extrato de prépolis obtido com solucéo
alcodlica 90 °GL
(\L
: B i
:
5
, (c) Extrato de propolis obtido com solucao
: ' alcodlica 80°GL
i

FIGURA 5.7- CROMATOGRAMAS, POR HPLC. (A) PADRAO DE FORMONONETINA,
(B) EXTRATO DE PROPOLIS EM SOLVENTE ALCOOL HIDRATADO 90 °GL, (C)
EXTRATO DE PROPOLIS EM SOLVENTE ALCOOL HIDRATADO 80 °GL.
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Dados do HPLC Padréo de Extrato solucéo Extrato solucéo
Formononetina 70°GL 60°GL
Tempo corrida (mim) 12,463 20,0 20,0
Tempo pico (mim) 7,934 7,879 7,668
Valor da area 1960209 1137849 734887
PPM formononetina 1,98 1,1493 0,7423
» T (a) Padréo de Formononetina
M\\\\ e
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i
” (b) Extrato de prépolis obtido com
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FIGURA 5.8- CROMATOGRAMAS, POR HPLC. (A) PADRAO DE FORMONONETINA,
(B) EXTRATO DE PROPOLIS EM SOLVENTE ALCOOL HIDRATADO 70 °GL, (C)
EXTRATO DE PROPOLIS EM SOLVENTE ALCOOL HIDRATADO 60 °GL.

Conforme se observa nas figuras apresentadas, os cromatogramas obtidos nas
extragcbes da prépolis vermelha com diferentes concentragfes alcodlicas sdo muito
semelhantes. E importante ressaltar que as andlises foram feitas em dois momentos
distintos (extratos a 80 °GL e 90 °GL em um primeiro momento e, os outros dois, 60 °GL e
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70 °GL, no segundo momento), tendo-se utilizado condicbes experimentais distintas na
analise por HPLC, para os dois momentos. Por esse motivo, sdo apresentados dois
cromatogramas para o padrao de formononetina, conforme se observa nas FIGURAS
5.7(a) e 5.8(a). Observa-se, ainda, que, em funcdo das diferentes condigdes de corrida
utilizadas nos dois momentos, o tempo de retencdo caracteristico para o pico de
formononetina é diferente, sendo de 4,12 minutos para 0 primeiro cromatograma
(FIGURA 5.7(a)) e de 7,93 minutos para o segundo (FIGURA 5.8(a)).

Com relacdo aos cromatogramas das extracbes realizadas com diferentes
concentraces alcodlicas, observa-se que foi obtida uma melhor resolucdo para o pico
correspondente ao da formononetina, ao se utilizar as condi¢bes de corrida da analise
feita no segundo momento. Ou seja, nos cromatogramas obtidos para as extracbes com
60 °GL e 70 °GL (FIGURA 5.7 (b) e (c), o pico da formononetina tem inicio e fim,
aproximadamente, na mesma altura, que apesar de nao corresponder a linha de base,
confere uma maior resolucéo para esse pico, comparado aos picos obtidos nas extracoes
realizadas com as solucdes alcoodlicas a 80 °GL e 90 °GL.

Em funcdo de nado se ter obtido uma boa resolucdo dos picos de formononetina,
principalmente para as extracfes realizadas com 80 °GL e 90 °GL de &lcool, sua
quantificacdo ficou prejudicada, visto que, normalmente, o método utilizado para essa
qguantificacdo consiste na determinacédo da area sob o pico obtido e a utilizacdo de uma
curva de calibracdo, na qual estdo representadas as variaveis area versus concentracao
da substancia a ser quantificada. Assim, em funcdo de ndo se ter conseguido uma
resolucdo adequada dos picos, que permitisse o calculo das concentracbes de
formononetina por meio da area sob os picos e por ndo ter sido realizada uma curva de
calibracdo com o padrdo de formononetina, os resultados apresentados correspondem,
apenas, a uma estimativa da concentracdo de formonetina obtida nas diferentes solugcdes
alcodlicas.

Na TABELA 5.1 sdo apresentadas as concentracbes de formononetina (andlise
semiquantitativa) obtidas para as extracOes realizadas nas diferentes concentracdes
alcodlicas. Conforme se pode observar, a maior concentracdo de formononetina foi obtida
para a extragdo realizada com 80 °GL de alcool, conforme o grafico 5.7 (b).

DAUGSCH (2007), trabalhando em condicdes semelhantes as utilizadas no
presente trabalho, ou seja, utilizando o mesmo tipo de solvente (etanol 80°GL) e a

mesma relacdo massa de propolis bruta/massa de solvente, obteve uma maior
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concentracdo de formononetina (10,2 mg/g prépolis bruta) na amostra investigada do que
o valor encontrado no presente trabalho (6,2 mg/g). Deve-se ressaltar, entretanto, que 0s
valores aqui apresentados para a concentracdo de formononetina, sdo, apenas,
estimativos, sendo utilizados, principalmente, para comparagdo entre as quantidades
extraidas nas diferentes solucbes alcodlicas utilizadas. Adicionalmente, tem-se que
DAUGSCH (2007), utilizou uma temperatura bem superior (70 °C) nas extracoes,
comparada a temperatura utilizada no presente trabalho (temperatura ambiente), que
pode ter proporcionado uma maior extracdo de formononetina. E importante destacar,
ainda,que a amostra de propolis vermelha bruta utilizada no presente trabalho era
diferente da amostrainvestigada por DAUGSCH (2007). Como a concentracdo de
formononetina pode variar entre amostras coletadas de diferentes regides, esse fator

pode ter sido a principal causa para as diferencas encontradas entre os resultados.

TABELA 5.1 — CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA DA PROPOLIS VERMELHA

BRUTA
Parametro Prépolis verde Prépolis Vermelha
Umidade 5,1% 4,5%
Ceras 14,2 % 38,4%
Flavonoides 3.500 mg/100g -

Formononetina

Extracédo a 60 °GL - 3,7 mg/g
Extracdo a 70 °GL - 5,7 mg/g
Extracédo a 80 °GL - 6,2 mg/g
Extracédo a 90 °GL - 4,9 mg/g

75



5.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DE EXTRACAO EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SOLUCAO ALCOOLICA.

A metodologia utilizada na determinacdo da massa de sélidos sollveis totais (SST),
do percentual de residuo seco e dos rendimentos de extracdo foi baseada na perda de
massa do extrato liquido quando aquecido a 105 °C, durante 04 horas. Apés a
evaporacao do solvente e de possiveis constituintes volateis presentes na prépolis, foram
determinadas as massas de sélidos sollveis totais (massa de soélidos obtidas apds a
evaporacao completa do solvente e de outros compostos volateis contidos nos extratos de
prépolis) e os percentuais de residuo seco (razdo entre massa de SST e a massa do
extrato de prépolis correspondente).Todos os ensaios foram realizados em triplicata, com
as solucdes alcodlicas a 70, 80 e 90 °GL, a temperatura ambiente. Na TABELA 5.2 sdo
apresentados, também, os rendimentos da extracdo obtidos para as trés concentracdes

de solucao alcodlica (etanol) utilizadas.

TABELA 5.2 — PERCENTUAL DE RESIDUO SECO TOTAL E RENDIMENTO DA
EXTRACAO DE PROPOLIS VERMELHA EM ESTAGIO UNICO, EM DIFERENTES
CONCENTRACOES DE SOLUCAO ALCOOLICA, MANTENDO-SE CONSTANTE A
MASSA TOTAL DA MISTURA (PROPOLIS BRUTA + SOLVENTE) EM 1000 G E
RELACAO MASSA DE PROPOLIS/MASSA DE SOLVENTE EM 15m/m.

Massade Massa Residuo Residuo
[Etanol]

extrato de Seco seco
°GL liquido SST Total médio
9) 9) (%) (%)
790 55,70 7,05
70 820 53,30 6,50 7,06
740 56,61 7,65
810 64,40 7,95
80 830 62,67 7,55 7,87
775 62,78 8,10
840 69,22 8,24
20 860 69,14 8,04 8,39
800 71,12 8,89

Os rendimentos foram calculados com base nas massas determinadas e o0s
resultados foram expressos em termos da razdo da massa de sélidos sollveis totais

presentes no extrato liquido em relagdo a massa de amostra inicial de prépolis bruta
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expressa em porcentagem (razdo entre a massa de SST obtida e a massa de prépolis
bruta utilizada multiplicada por 100).

Por meio dos resultados apresentados na TABELA 5.2, observa-se que ha um
aumento no residuo seco ao se aumentar a concentracao da solucao alcodlica utilizada
na extracado. Ressalte-se que a concentracdo inicial de prépolis vermelha em 4&lcool
(massa inicial de propolis bruta) foi mantida constante em 150 g, variando-se, apenas, a
proporcdo entre agua e alcool nas solu¢des de extragdo. Como a massa total da mistura
(propolis bruta + solvente) era mantida constante em 1.000 g, ao se aumentar a
concentracdo da solucdo alcodlica, uma maior quantidade de alcool era disponibilizada
para realizar a extracdo. Quanto maior o percentual de residuo seco obtido maior € a
quantidade extraida de solidos solUveis totais. Como a maior parte dos constituintes da
prépolis consiste em compostos organicos, com baixa solubilidade em agua e mais
solGveis em alcool, a maior quantidade de soélidos sollveis totais, 69,8 g, foi obtida para a
extracdo realizada com a solucdo alcodlica de concentracdo mais elevada (etanol 90°GL),
levando a um percentual médio de residuo seco igual a 8,39%.

Parte Il — Propolis Verde

5.4 -CARACTERIZACAO DA PROPOLIS VERDE BRUTA

A caracterizacdo da propolis verde bruta foi feita por meio da determinacgéo do teor
de umidade, do percentual de ceras e da concentracdo de flavonoides presentes na
amostra, conforme metodologia descrita no item 4.3. De acordo com os resultados
obtidos, apresentados na TABELA 5.3, observa-se que a amostra de propolis verde
utilizada apresentava excelente qualidade, pois foram encontrados baixos percentuais de
umidade e de cera (valores abaixo dos normalmente encontrados para prépolis de
elevada qualidade, que, de uma maneira geral, devem apresentar umidade abaixo de 7%
e percentual de ceras inferior a 20%).

A concentracdo de flavonoides presente em prépolis € um parametro que certifica a
qualidade da prépolis, pois quanto maior € a sua concentracdo, melhor é a qualidade da
amostra. A propolis bruta € classificada no mercado de acordo com a concentracao de
flavonoides (mg/100g) presente na amostra (in natura), conforme a seguir: prépolis in

naturaMarrom (Brown) - cerca de 2.250 mg/100g; Verde (Green) - cerca de 3.300
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mg/100g e Ultra Green aproximadamente - 3.500 mg/100g (CONAP/2013). A quantidade
de flavonoides foi analisada por espectrofotometria, por meio da quantificacdo de
antioxidantes ativos que impedem a peroxidacdo de enzimas (YOYOGI-MACHI &
SHIBUIA-KU,1980). Por meio dos resultados obtidos, pode-se afirmar que a prépolis
utilizada é de excelente qualidade, pois, além de apresentar baixos teores de cera e de
umidade, contém uma elevada concentracdo de flavonoides. Quanto mais elevada for

esta concentragdo, melhor € a qualidade da propolis bruta.

TABELA 5.3— Caracterizacdo da propolis verde bruta.

Andlise Amostra Resultado
Umidade Padréo 51%
Ceras Padrao 14,2 %
Flavonoides Padréo 3.500 mg/100g

5.5 AVALIACAO DO EFEITO DA VARIACAO DA RELACAO MASSA DE
PROPOLIS BRUTA/MASSA DE SOLVENTE SOBRE A MASSA DE
SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS (SST), PARA EXTRACOES REALIZADAS
COM ETANOL 90 °GL E COM AGUA DEIONIZADA A 60 °C.

Apresentam-se, a seguir, as massas de soélidos soluveis totais, as massas de
extrato liquido filtrado e os percentuais de residuo seco total obtidos para as extracdes
realizadas com solucéo alcodlica 90°GL (TABELA 5.4) e com agua deionizada a 60 °C
(TABELA 5.5), nas diferentes relagcbes massa de propolis bruta/massa de solvente
investigadas. Na conducédo desses experimentos, a massa total da mistura (prépolis bruta
+ solvente) era mantida constante em 1.000g, variando-se tanto a massa inicial de

propolis bruta quanto a massa do solvente.
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De acordo com os resultados apresentados na TABELA 5.4, observa-se que a massa de
sélidos solluveis totais aumenta com 0 aumento da relagdo massa de prépolis bruta/massa
de solvente até a relacdo de 35% m/m. Acima desse valor, ha uma diminuicdo na massa
de sélidos soluveis totais (SST) apesar do aumento da massa inicial de propolis bruta. Isto
pode ser explicado pelo fato de, paralelamente a esse aumento da massa de propolis,
haver uma diminuicdo da massa de solvente utilizado, de modo a se manter a massa da
mistura (prépolis bruta + solvente) constante. Dessa forma, até se atingir a relacdo massa
de propolis bruta/massa de solvente de 35% m/m, pode-se dizer que ha solvente em
guantidade suficiente para garantir que o aumento da massa de propolis possa levar a um
aumento da massa de solidos sollveis totais, mas a partir desse percentual, a massa
cada vez menor de solvente para uma massa crescente de propolis bruta faz com que a
massa de solucdo alcodlica utilizada seja insuficiente para manter em solucdo a mesma
guantidade de SST.

Adicionalmente, observa-se que, com a diminuicdo da quantidade de solvente, ha
um aumento perceptivel da interacdo matriz solida/solvente, que leva a uma grande perda
de solvente nessa matriz. Ndo foram encontrados, na literatura, registros acerca da
natureza dessas interacdes. Com isso, apesar da massa inicial de propolis bruta ir
aumentando, a massa de solidos sollveis totais vai diminuindo. No entanto, pode-se dizer
gue nas condicdes estudadas, em que se mantém a massa da mistura (prépolis bruta +
solvente) constante, ha uma saturacao do solvente na relacéo de 35% m/m.

Com relacdo aos percentuais de residuo seco, verifica-se que estes vao sempre
aumentando. Sendo o percentual de residuo seco total, a relacéo entre a massa de SST e
a massa correspondente de extrato liquido filtrado ou extrato alcodlico, tem-se que até a
relacdo massa de propolis bruta/massa de solvente utilizada de 35% m/m, isto era de se
esperar, pois ha um aumento da massa de SST e uma diminuicdo da massa de extrato
alcodlico. Acima dessa relacdo, o percentual de residuo seco total continua a aumentar,
pois, apesar de ter sido observada uma diminuicdo na massa de SST, a massa de extrato
liquido filtrado diminui muito mais, pelo uso de uma quantidade de solvente cada vez

menor, que fica cada vez mais retido na matriz sélida.
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TABELA 5.4 — EFEITO DA VARIACAO DA RELACAO MASSA DE PROPOLIS
BRUTA/MASSA DE SOLVENTE, PARA EXTRACAO DE PROPOLIS VERDE COM
SOLUCAO ALCOOLICA A 90 °GL, EM ESTAGIO UNICO, MANTENDO-SE CONSTANTE
A MASSA DA MISTURA (PROPOLIS BRUTA + SOLVENTE) EM 1.000 G.

Relacdo Massa de Massa de Sélidos Massa de Residuo Seco
Prépolis Bruta/ Soluveis Totais Extrato Liquido Total (%)
Massa de Solvente (gramas) Filtrado
(% m/m) (gramas)
10 52,46 870 6,03
15 64,44 720 8,95
20 72,48 600 12,08
25 78,10 520 15,02
30 79,16 440 17,99
35 80,64 380 21,22
40 77,85 330 23,59
45 75,94 280 27,12
50 72,07 240 30,03
55 69,55 210 33,12
60 61,05 170 35,91

Analisando-se os resultados obtidos para as extracdes realizadas com agua
deionizada a 60 °C, nas diferentes relacdes massa de prépolis bruta/massa de solvente
investigadas (TABELA 5.5), verifica-se que, dentre as condi¢cdes estudadas, a relagdo
massa de proépolis bruta/massa de solvente igual a 15% m/m foi a que levou a obtencédo
da maior quantidade de sdlidos soluveis totais (40,6 g). Comparando esses resultados
com os obtidos com o uso da solucdo alcodlica 90 °GL, nas mesmas relacfes massa de
prépolis bruta/massa de solvente, observa-se que a solubilidade da prépolis € menor na

agua deionizada do que na solucdo alcodlica 90°GL. Esse comportamento ja era
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esperado, uma vez que, a propolis apresenta elevados percentuais de substancias

organicas, com baixa solubilidade em agua.

TABELA 55 — EFEITO DA VARIACAO DA RELACAO MASSA DE PROPOLIS
BRUTA/MASSA DE SOLVENTE, PARA EXTRACAO DE PROPOLIS VERDECOM AGUA
DEIONIZADA, A 60 °C, EM ESTAGIO UNICO, MANTENDO-SE CONSTANTE A MASSA
DA MISTURA (PROPOLIS BRUTA + SOLVENTE) EM 1.000G.

Relacdo Massa de Massa de Solidos Massa de Extrato Residuo Seco

Propolis Bruta/ Soluveis Totais Liquido Filtrado Total
Massa de (gramas) (gramas) (%)
Solvente
(% m/m)

10 37,80 820 4,61
15 40,56 600 6,76
20 38,32 440 8,71
25 34,02 320 10,63
30 31,50 220 14,32
35 21,16 130 16,28
40 10,82 60 18,04

Analogamente a discussao dos resultados das extracfes realizadas com a solucéo
alcodlica 90°GL, houve um aumento nos sélidos sollveis totais quando a relacdo massa
de propolis bruta/massa de solvente passou de 10 para 15% m/m. A partir de entdo, com
0 aumento da massa inicial de prépolis bruta e, paralelamente, com a redu¢cdo na massa
de solvente, observou-se uma queda na extracdo de sOlidos sollUveis totais, pelos
mesmos motivos apresentados anteriormente. O mesmo raciocinio anterior explica o
aumento do percentual de residuo seco com o aumento da relacdo massa de prépolis
bruta/massa de solvente.

Para uma melhor visualizagcdo do efeito que a variacdo da relacdo massa de

propolis bruta/massa de solvente exerce sobre a quantidade de sdlidos solUveis totais
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obtidos a partir dos extratos liquidos correspondentes, foram construidas as curvas,
apresentadas na FIGURA 5.9. Estas evidenciam a saturagdo do solvente, tanto com o uso
da solucdo alcodlica 90°GL quanto da agua deionizada, mostrando, conforme ja
apresentado anteriormente, as condicbes em que foram maximizadas as massas de
sélidos soluveis totais para cada um dos solventes. Na extracao alcodlica, a maior massa
de SST, 80,64q, foi obtida para a relacdo massa de propolis bruta/massa de solvente de
35% m/m. E para a extracdo em agua, a maior massa de SST, 40,6 g, foi obtida para a

relacdo massa de propolis bruta/massa de solvente de 15% m/m.

90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 - —a— Extracdo em alcool

30 —e—Extracdo em agua

SST-Sélidos Soluveis Totais (g)

20 -

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Proporcao massa de prépolis bruta/massa de solvente (m/m)

FIGURA 5.9 - RELACAO ENTRE A MASSA DE SOLIDOS SOLUVEIS TOTAIS OBTIDAS
NOS EXTRATOS LIQUIDOS E A PROPORCAO MASSA DE PROPOLIS BRUTA/MASSA
DE SOLVENTE UTILIZADA.

Parte Ill — Extracdo de propolis verde e vermelha em dois estagios —

corrente cruzada

Os resultados obtidos para extracdo em dois estagios, em corrente cruzada, das
prépolis verde (extracdo em agua e em solucdo alcodlica 90 °GL) e vermelha (extracdo
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em solucdo aquosa 90 °GL) sao apresentados na TABELA 5.6. Ressalte-se que os dois

estagios de extragdo foram realizados sob as mesmas condi¢des operacionais.

TABELA 5.6 — EXTRACAO DE PROPOLIS VERDE, EM AGUA E EM SOLUCAO
ALCOOLICA 90 °GL E DE PROPOLIS VERMELHA EM SOLUCAO ALCOOLICA 90 °GL,
EM DOIS ESTAGIOS EM CORRENTE CRUZADA.

Propolis Propolis Propolis
~ Condic¢Oes de verde verde vermelha
Extracdes ~ )
extracao em etanol em agua em etanol
90 °GL 90 °GL
Tempo de extracéo
72 2 72
(horas)
Temperatura de Ambient 60 Ambient
imai mbiente mbiente
Primeiro extracdo (°C)
Estagio Concentracdo Inicial
o 35 15 15
de prépolis bruta (%)
Sélidos Soluveis
) 64,37 23,79 70,80
Totais (g)
Tempo de extracéo
. 72 2 72
cada estagio (horas)
Temperatura de Ambient 50 Ambient
mbiente mbiente
Segundo extragdo (°C)
Estagio Concentracdo Inicial
o 35 15 15
de prépolis bruta(%)
Sélidos Soluveis
102,99 36,37 81,87

Totais (g)

Conforme se pode observar, as massas de sélidos sollveis totais aumentaram com

a segunda extracdo, para as trés amostras investigadas, sendo esse aumento de

aproximadamente 60% para a prépolis verde em solucdo alcodlica (SST 102,99g), 53%

para propolis verde em agua (SST 36,37g) e de 16% para prépolis vermelha em etanol

90°GL(SST 81,87g). Nota-se que, sob as condi¢cdes operacionais utilizadas, quando a

extracdo € realizada em um Unico estagio, grande parte dos sélidos solGveis permanece
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retida na borra, seja no extrato liquido, que ndo se conseguiu separar durante a etapa de
filtracdo, devido a provaveis interacfes entre o solvente e a borra, ou que ainda nao
tenham sido solubilizados, permanecendo na matriz sélida.

A mistura dos extratos obtidos nos dois estagios resultara em um extrato mais
diluido, porém havera um melhor aproveitamento da propolis bruta. De acordo com as
exigéncias do mercado, esse extrato resultante podera ser diluido ainda mais, por meio
de adicdo de solucao alcodlica ou agua, ou ser submetido a um processo de evaporacao

do solvente, de maneira a se obter um extrato mais concentrado.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na caracterizagdo da amostra de propolis vermelha
demonstram que o percentual de umidade encontrado (4,5%) esta dentro dos parametros
gue definem uma prépolis de boa qualidade, porém ela apresenta um elevado percentual
de ceras (38,4%), valor acima do estabelecido (30%) na definicdo de qualidade da
prépolis, de uma maneira geral.

Por meio de andlises realizadas por HPLC, foi possivel identificar a presenca de
formononetina, principalmente constituinte da propolis vermelha e fazer uma estimativa de
sua concentracao para extracdes realizadas em trés concentracdes alcodlicas.

Nos estudos realizados para avaliar as condigbes operacionais que levavam aos
melhores resultados na extracdo de prépolis vermelha, foi possivel observar que a maior
concentracdo de formononetina (6,2 mg/g) foi obtida para a extracdo realizada com a
solucdo de etanol 80 °GL. Porém, a maior quantidade de sélidos solluveis totais (69,8 Q)
foi obtida para a extracdo de propolis vermelha realizada com etanol 90 °GL, levando,
nesse caso a um percentual médio de residuo seco igual a 8,39% e a um rendimento
médio de extracdo de 46,55%.

Por meio da caracterizacdo realizada na amostra de prépolis verde, observou-se
gue esta eraconsiderada de excelente qualidade, pois foram encontrados baixos
percentuais de umidade (5,1%) e de cera (14,2%)e uma elevada concentracdo de
flavonoides (3.500,00 mg/g), o que lhe conferiu a classificacdo de prépolis bruta Ultra
Green.

Na avaliacdo dos efeitos de alguns parametros operacionais sobre a extracao de
prépolis verde foi possivel concluir que a relacdo massa de prépolis bruta/massa de
solvente igual a 35%(m/m) foi a que proporcionou o melhor resultado para a extracdo em
solucdo alcodlica 90 °GL, sendo obtidos 80,64 g de sdlidos solUveis totais e um
percentual de residuo seco igual a 21,08%. Por outro lado, na extracdo aquosa, 0S
melhores resultados foram obtidos para a relacdo massa de prépolis/massa de solvente
igual a 15%(m/m), com 40,6 g de sélidos soluveis totais e percentual de residuo seco
igual a 6,8%. Deste forma, conclui-se que a solucdo alcoolica 90 °Gl foi o0 melhor solvente
para a extracdo de solidos sollveis totais.
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Por meio dos resultados obtidos, observou-se que a extracdo realizada em dois
estagios, nas melhores condicdes de extracdo encontradas no presente trabalho,
proporciona um melhor aproveitamento da prépolis bruta, visto que, houve um aumento
na massa de solidos soluveis totais de 60% para a propolis verde em solucéo alcodlica,

53% para prépolis verde em agua e de 16% para propolis vermelha em etanol 90 °GL.
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