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"O segredo € quebrar os problemas em pequenos pedacos
administraveis. Se vocé lidar com eles, termina antes de saber

disso."

“Se nés nao pudéssemos rir das coisas que ndo fazem sentido,

nos ndo poderiamos reagir a muitas coisas da vida.”

“Faca o que tem que fazer e deixe os outros discutirem se € certo ou
29

nao.

Calvin e Haroldo — Bill Watterson.
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Resumo

Resumo

A propolis é um produto natural rico em flavondides e acidos fendlicos, além de outros
grupos quimicos, incluindo minerais e vitaminas. O uso do dlcool como solvente gera
alguns entraves, tanto para o consumo direto quanto para o uso na industria de alimentos,
como o seu alto sabor residual e algumas reacdes adversas. Uma forma de viabilizar o uso
da dgua como solvente é o estudo da extracao em diferentes pHs seguida de concentracao
do extrato, que além de ser necessdria para o uso industrial, reduz a quantidade de solvente
na solu¢do. Em vista disso, esta tese visou desenvolver um novo extrato de prépolis,
proveniente do extrato aquoso obtido em pHs diferenciados (4,3-8,0), sendo concentrado
por nanofiltracdo. O extrato preparado com pH 8,0 apresentou um aumento de 40% em
compostos fendlicos e atividade antioxidante duas vezes maior que o extrato aquoso sem
alteracdo de pH (4,3). Foram realizados diversos ensaios do processo de nanofiltragdo com
variacdo de temperatura (23-57°C), pressdo (5,3-8,7 bar) e pH de extracdo (4,3-7,7),
seguindo um planejamento fatorial 2°, com 17 ensaios totais. Como variaveis de resposta,
analisou-se o teor de flavondides e polifendis do produto concentrado, e o fluxo de
permeado durante o processamento. O fluxo de permeado variou entre 25 e 75 L/(h.m?) de
acordo com a pressdo e temperatura utilizada, ambas atuando de forma diretamente
proporcional ao fluxo. A validade do processo foi medida pela comparacdo dos produtos
obtidos da concentragdo dos extratos aquosos com o extrato alcodlico tradicional,
considerando-se o teor de flavondides e compostos fendlicos existentes no extrato
concentrado. Além disso, foi feita uma avaliacdo da vida de prateleira dos extratos obtidos
durante 90 dias em diferentes temperaturas (5°C, 22°C e 40°C) para verificar a estabilidade
do produto frente as diversas condicdes de estocagem. Verificou-se que os compostos
funcionais do extrato aquoso de prépolis foram susceptiveis ao tempo de armazenamento e
a temperatura, sendo que os melhores resultados foram obtidos para temperatura de 5°C,
em que houve uma menor degrada¢do dos compostos com o tempo. O extrato de propolis
aquoso preparado em meio alcalino, seguido de nanofiltragdo gerou um produto rico em
compostos fendlicos e flavondides, podendo ser uma alternativa ao extrato etandlico.

Palavras-chave: prépolis, extragc@o, nanofiltracdo, planejamento experimental, flavondides
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Abstract

Abstract

Propolis is a natural product rich in flavonoids and phenolic compounds and also other
chemical groups, as mineral and vitamins (provitamins A and B complex vitamins). Its
extract is commercially found in alcoholic solution but the use of ethanol as solvent can
have some disadvantages for human consumption and for industrial application, due to the
high residual flavor and adverse reactions. One way of making water a feasible solvent is
studying the extraction at different pHs and the concentration of the extract. The
concentration is needed for industrial usage, since it reduces the solvent amount. This
thesis envisioned the development of a novel propolis extract from aqueous products with
different pHs, using membrane concentration by nanofiltration. The extract prepared with
pH 8,0 showed a 40% increase on phenolic compounds and antioxidant activity two times
higher than the aqueous extract without any pH modification. Several trials for membrane
concentration, varying the temperature (23-57°C), pressure (5,3-8,7 bar) and pH (4,3-7,7) of
the extraction were carried out, following a 2° experimental design, with 17 assays.
Flavonoids and phenolic compounds of the concentrate during the process were analyzed as
response variables. Permeate flux varied between 25 and 75 L/h.m” depending on the
applied pressure and temperature, both acting directly proportional to the flux. The validity
of the process was measured using the comparison among the products obtained through
traditional alcoholic and aqueous extract concentration, considering the amount of
flavonoids and phenolic compounds between the concentrated and permeated extracts.
Moreover, the evaluation of shelf life of the extracts was carried out considering different
temperature conditions (5°, 22° and 40° C) during 90 days. The functional compounds of
the aqueous extract were susceptible to the storage temperature and the best results were
obtained at 5°C, condition that preserved the functional compounds along the storage time.
Alkaline aqueous propolis extract, followed by a nanofiltration process, made a product
rich in interest functional compounds becoming an alternative to the ethanolic extract.

Keywords: propolis, extraction, nanofiltration, experimental design, flavonoids
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Nomenclatura

MM = Massa molar (g/mol)

J = Fluxo de permeado (L/h.m?)

V, = Volume de permeado (L)

A, = Area de permeacio da membrana (m?)

t = Tempo (s, h)

R = Indice de retencio

C, = Concentracao de determinado componente no permeado (Jdg/mL)
C, = Concentracao de determinado componente no concentrado (Jug/mL)
F = Fator de concentragdo

m, = Massa da alimentacdo (g, kg)

m, = Massa de permeado (g, kg)

m, = Massa de concentrado (g, kg)

P = Pressao (bar)

T = Temperatura (°C)

p = Densidade (kg/m?)

p = Viscosidade (kg/m.s)

R~ Resisténcia total do processo de concentragdo (m™)

R,= Resisténcia ao transporte através da membrana (m™)

R;= Resisténcia devido ao bloqueio fisico dos poros (incrustagio) (m™)
R,=Resisténcia devido ao fendmeno da polarizagdo de concentragio (m™)
k = Constante para ajuste dos modelos matematicos

Nw= Viscosidade da dgua pura (kg/m.s)

A = Medida de de absorbancia

R’= Coeficiente de determinagio
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Introdugdo

1. Introducao

Com o aumento da preocupacdo com habitos de vida e alimentares mais
sauddveis, o consumo de alimentos com propriedades funcionais tém crescido
consideravelmente. Neste contexto, os produtos apicolas vém despertando um grande
interesse, tanto nos consumidores quanto nos pesquisadores, gragas a sua rica composi¢ao
quimica. A propolis em especial, destaca-se quanto as suas propriedades terapéuticas
(antimicrobiana, antiinflamatodria, cicatrizante, anestésica, dentre outras) € quanto a
possibilidade de aplicacdo em industrias de alimentos (RAMOS e MIRANDA, 2007;
BOGDANOV, S., 2012).

A prépolis € uma substancia resinosa elaborada pelas abelhas a partir de
diversas partes de plantas como brotos, cascas e exsudados de darvores que sao
transformados dentro da colméia com a adi¢do de cera e da enzima 1,3-glicosidase presente
na saliva das abelhas, convertendo os flavondides glicosilados em flavondides agliconas,
através de hidrélise (PARK et al., 1998). E utilizada dentro da colméia para selar frestas e
buracos, além de impedir o crescimento microbiano originado pela decomposi¢do de
insetos mortos dentro desta (MARCUCCI, 1995).

Seus efeitos terapéuticos tém sido atribuidos justamente aos diversos compostos
fenodlicos presentes, principalmente aos flavondides (PARK et al., 1998). Esses efeitos tém
sido amplamente estudados em aplicagdes diretas a animais com o objetivo de estudar a
atividade antiprotozodrio e antioxidante (GRESSLER et al., 2012; NAKAMURA et al,,
2012) e como agente auxiliar de protecdo antimicrobiana em alimentos, como no caso de
brécolis tratado com filme de quitosana e prépolis para aumentar a seguranga do brécolis
fresco (ALVAREZ et al., 2012). Os compostos fendlicos correspondem a cerca de 50% dos
constituintes da propolis , mas esse percentual varia de acordo com a regido de coleta do
produto, ja que a prépolis € proveniente das plantas da regido(KRELL, 1996; PARK et al.,
2002).

A importéncia da prépolis no cendrio mundial pode ser evidenciada pela anélise

dos dados de estudos e patentes publicadas sobre o produto recentemente. Apenas em 2012



Introdugdo

mais de 230 trabalhos cientificos foram publicados envolvendo a propolis, segundo a base
Scopus (SCOPUS, 2012). O interesse no tema € justificado de duas formas: primeiro devido
as suas caracteristicas de panacéia, que podem também atrapalhar o seu consumo, ja que
muitas pessoas tendem a desconfiar de um produto ao qual se atribuem tantas atividades
bioldgicas simultaneamente; segundo, devido ao seu alto valor agregado (PEREIRA et al.,
2002). Um frasco do extrato alcodlico € vendido no Brasil por cerca de 10 reais, mas pode
chegar a custar 50 ddlares em Toéquio. Os japoneses sdo os maiores consumidores do
produto, importando a prépolis brasileira para diversas pesquisas devidos as suas
caracteristicas de qualidade.

Nao existem estatisticas confidveis sobre a producdo de prépolis mundial, mas
sabe-se que os maiores produtores mundiais sdo a China, Brasil, Estados Unidos, Australia
e Uruguai, e que o processamento mundial de prépolis em 2006 foi de aproximadamente
200 toneladas por més. O maior consumidor mundial € o Japao, seguido da Nova Zelandia,
que consome cerca de nove milhdes de doses didrias. No Brasil ela é consumida
principalmente como suplemento alimentar ou como remédio, geralmente combinada ao
mel na elaboracao de xaropes (SEBRAE, 2006).

Os principais usos da propolis estdo na medicina e nas industrias de cosméticos,
e a principal forma de consumo € o extrato liquido. O extrato alcodlico é o mais comum
comercialmente, devido as melhores propriedades de extracdo desse solvente. No entanto, o
dlcool possui caracteristicas que podem restringir a utilizacdo da prépolis industrialmente
como seu alto sabor residual e restricdes ao consumo. Dessa forma, outros solventes tém
sido estudados para a substituicdo do dlcool, como o propileno-glicol e a d4gua, no entanto, a
baixa solubilidade da prépolis em dgua limita o seu uso como solvente (KONISHI et al.,
2004). A mudanga de pH no meio de extracdo representa um fator a ser considerado durante
o processamento, pois modifica a solubilidade do solvente, tornando-o eficaz na extragdao
dos compostos.

Dependendo da aplicacdo, o solvente utilizado deve ser reduzido ou eliminado,
geralmente por liofilizacdo, destilacdo a véacuo ou evaporacdo (KRELL, 1996). Estes

processos de concentragdo apresentam algumas desvantagens que podem ser o uso de alta
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temperatura, que pode degradar alguns flavondides da propolis e/ou o alto consumo de
energia dos processos. A validagdo de um processo de concentracio alternativo que ndo
apresente as mesmas desvantagens é de grande importancia para a industria alimenticia e
farmacéutica. Assim, surge o interesse no estudo da tecnologia de membranas para a
realizacdo da concentracdo dos extratos de propolis.

O processo de concentragdo por membranas vem crescendo ao longo dos anos
gracas as vantagens de propiciar a concentracdo de solugdes sem a necessidade de altas
temperaturas, e possibilitando até a reutilizacao de solventes (GEANKOPOLIS, 2003). A
técnica comegou a ser utilizada com a dessaliniza¢do de 4gua e com o estudo de novos tipos
de membranas, principalmente as membranas compostas; a técnica pode ser estendida ao
uso em diversas dreas como clarificacdo de sucos, remocao de solventes, tratamento de
agua, entre outros. Alguns estudos tém sido realizados para viabilizar a nanofiltracdo de
extratos de prépolis. Tylkowski et al. (2010) estudaram a nanofiltragdo do extrato etandlico
em moédulo de bancada, avaliando as principais caracteristicas do produto e da membrana,
atingindo retencdo de cerca de 95% dos compostos fendlicos e observaram a sedimentacao
de compostos de pequenos (menos de 0,3 um de didmetro) na superficie da membrana.
Mello, Petrus e Hubinger (2010a) estudaram a nanofiltracio de extratos etandlicos e
aquosos de propolis e obtiveram retencdo de até 100% dos flavondides em meio aquoso e
de 90% em meio etandlico, para um fator de concentragao de 4,0. TSIBRANSKA, PEEV e
TYLKOWSKI (2011)estudaram o fracionamento de compostos da prépolis por
nanofiltracdo e obtiveram rejeicao de 30 a 94% dos polifendis de acordo com a membrana
utilizada, durante um processo com fluxo constante e sem a ocorréncia de incrustacao.

A eficiéncia do processo de nanofiltracdo € diretamente afetada pela ocorréncia
de incrustacdo na membrana e por alguns fatores do processo, como velocidade tangencial,
pressdo, temperatura, turbuléncia, tamanho das particulas e caracteristicas da membrana.
Esta técnica pode ser de grande utilidade para aplicagdo em extratos aquosos de propolis ja
que a remogao do solvente provoca um aumento na concentra¢do de compostos funcionais e
também permite uma expansido do uso do produto nas dreas alimenticia e farmacéutica

através do seu uso como ingrediente funcional. Outro ponto positivo da nanofiltragdo € que
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ndo provoca alteragdo na qualidade do produto, pois ndo requer altas temperaturas durante
processo. Além disso, o uso de diferentes pHs para a extragdo da propolis tem se mostrado
efetivo em meio aquoso (MELLO, 2008) e, aliado a concentracdo com membranas, pode
tornar o produto vidvel comercialmente, tornando-se uma alternativa frente ao extrato
alcodlico.

Baseando-se no fato de que a propolis € um produto de alto valor no mercado
internacional e o Brasil possui um grande potencial para a sua producdo, este trabalho visou
o aprimoramento de um novo extrato de prépolis preparado com dgua como solvente em pH
alcalino, passando por processo de nanofiltracdo para remog¢ao do solvente e concentracao
dos compostos bioativos. Para tanto, foram avaliados os efeitos da variacdo do pH do
solvente durante a extracdo dos compostos fendlicos e flavondides da propolis em meio
aquoso, estabelecendo-se o melhor tempo para a extragdo destes compostos. Estes extratos,
chamados de “extratos iniciais” foram caracterizados quanto a densidade, viscosidade, teor
de flavondides e de compostos fendlicos. Os extratos em diferentes pHs foram submetidos
ao processo de concentracdo por nanofiltracdo com variacdo da temperatura e pressao
durante o processamento, seguindo um delineamento composto central rotacional 2° com 3
repeti¢des no ponto central sendo que o fluxo de permeado, teor de flavondides e teor de
compostos fendlicos totais foram as varidveis dependentes. A partir da selecdo das
condig¢des Otimas, o processo foi validado verificando-se a composicao quimica, atividade
antioxidante e antimicrobiana, distribui¢do do tamanho de particulas e vida de prateleira. O

fluxo de permeado obtido foi comparado com modelos matematicos obtidos da literatura.
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2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo o estudo do processo de extracdo e
concentracdo dos flavondides e compostos fendlicos de solugcdo aquosa de prépolis
utilizando-se membranas de nanofiltracao.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

e definir o tempo necessdrio para a realizacdo da extracdo da prépolis em meio
aquoso a diferentes pHs;

e avaliar a influéncia do pH na solu¢do de alimentacdo durante o processo de
nanofiltracdo, e as varidveis temperatura e pressdo do processo, no teor de
flavonoéides e compostos fendlicos do produto concentrado e no fluxo de permeado;

e determinar as melhores condicdes de processamento por nanofiltracdo e validar o
processo;

e validar o processo nas melhores condi¢cdes de trabalho, caracterizando-se as
solucdes iniciais e finais da nanofiltracdo em relacdo ao teor de flavondides,
compostos fendlicos, atividade antimicrobiana e antioxidante dos produtos obtidos
no processo de concentracao por membranas;

e determinar os principais mecanismos de decaimento do fluxo de permeado no
processo através de modelagem matemadtica;

e avaliar a estabilidade dos extratos com o tempo e temperatura de armazenamento.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Prépolis

Entende-se por propolis o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas €
balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exsudados de plantas, as quais as
abelhas acrescentam secre¢des salivares, cera e pdlen para elaboracdo final do produto. Sua
composi¢do € de aproximadamente 55% de resinas vegetais e bdlsamos, 30% de cera de
abelhas, 8 a 10% de O6leos essenciais € 5% de pdlen e outros compostos organicos
(MARCUCCI, 1996). Como é um produto proveniente das plantas, sua composicdo
depende dos tipos de plantas acessiveis as abelhas. A prépolis pode apresentar variacdes em
cor, odor, faixa de fusdo (60° - 70°C) e composi¢do, de acordo com a regido e estacdo do
ano (BRASIL, 2001, KRELL, 1996). A prépolis bruta encontra-se no estado sélido, sendo
dura a 15°C e maledvel a partir dos 30°C (MARCUCCI, 1996; PROPOLIS, 2002). A
Figura 3.1 mostra a propolis em detalhe e sendo retirada de uma colméia de abelhas, onde
foi produzida para fechar a fresta existente.

E usada pelas abelhas dentro da colméia para preencher cavidades e frestas,
reparar danos, como regulador térmico (mantendo a temperatura ideal para suas crias),
reduzir o tamanho da entrada, desinfeccdo da colméia e os alvéolos onde € feita a postura
dos ovos e cobrir qualquer animal ou inseto morto que seja grande demais para ser
carregado para fora, para evitar que sua putrefacdo contamine a colméia. Estes usos sdo
importantes, pois aproveitam os efeitos anti-bactericidas e anti-flingicos para proteger a

coldnia de doengas (KRELL, 1996; PROPOLIS, 2002;: RAMOS e MIRANDA, 2007).
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Figura 3.1. A — Detalhe de prépolis verde bruta. B e C — Prépolis em colméia de abelhas

Desde a antiguidade, a propolis ja era utilizada como medicamento popular no
tratamento de feridas e infeccdes. A histéria da medicina das civilizacdes chinesa, tibetana,
egipcia e também a greco-romana contém, em seus escritos antigos, centenas de receitas
onde usavam-se principalmente mel, prépolis, larvas de abelhas e as vezes as proprias
abelhas, para curar ou prevenir enfermidades. A prépolis era usada pelos egipcios como um
dos materiais para embalsamar os mortos; os romanos a consideravam um medicamento
capaz de reduzir inchacos e dores e os gregos a usavam como cicatrizante. Foram estes
dltimos que deram o nome ao produto: pro (em defesa de) e polis (cidade), ou seja, em
defesa da cidade (ou da colméia) (PEREIRA et al., 2002; MARCUCCI, 1996;
BOGDANOYV, 2012).
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A coloragdo da propolis é dependente principalmente da regido da coleta,
podendo variar do marrom escuro passando ao verde até o marrom avermelhado,
dependendo do seu tipo e idade. As abelhas transformam as resinas coletadas nas plantas
com cera, polen e a enzima 13-glicosidase presente em suas salivas, acarretando a hidrolise
dos flavondides glicosilados até suas respectivas agliconas para a formacdo da prépolis

(PARK et al., 1997). A Figura 3.2 apresenta as propolis verde, marrom e vermelha.

A B

Figura 3.2. Diferentes tipos de propolis brasileira. A: verde; B: marrom; C: vermelha.

Apesar do uso ancestral da propolis, somente nas ultimas décadas foram
intensificados os estudos de suas propriedades medicinais, sendo que o ndmero de
publicacdes sobre o assunto teve um crescimento quase exponencial, com inicio nas
décadas de 80 e 90, além do grande numero de patentes registradas sobre o tema. No
entanto, os artigos cientificos sobre a propolis ainda sdo relativamente escassos. A
quantidade de patentes registradas sobre o assunto evidencia as regides com mais interesse
na propolis. Até o final da década de 80, as patentes eram dominadas pela antiga URSS e
seus paises satélites, principalmente a Roménia. No final da década de 90, o Japdo ja era o
pais com maior ndmero de patentes referentes ao assunto (98) e o Brasil possuia somente
cerca de 3 patentes. No entanto, o pais ocupa posi¢cdo de destaque na produgdo e
comercializacdo do produto e a produtividade cientifica no assunto vém aumentando
consideravelmente (PEREIRA et al., 2002).

A estocagem da propolis € um fator muito importante para a manutencao das
suas caracteristicas bioldgicas. Recomenda-se que o produto “in natura” seja armazenado
em temperaturas inferiores a 12°C e ao abrigo da luz. Nessas condi¢des, a diminui¢do na

atividade antimicrobiana € minima apds 12 meses de armazenamento, sendo que 0s extratos
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alcodlicos possuem estabilidade a um tempo ainda maior (KRELL, 1996). Através de
pesquisa de produtos disponiveis no mercado, verifica-se que os fabricantes recomendam
que o extrato alcodlico de prépolis deve ser armazenado ao abrigo da luz direta, umidade e
calor, com prazo de validade médio de 2 anos. No entanto, ndo h4 relatos na literatura sobre

a estabilidade dos extratos de propolis preparados com outros solventes.

3.1.1. Importancia Econémica

Atualmente, a prépolis € usada, principalmente, pelas inddstrias de cosméticos
e farmacéutica. Apesar de o Brasil produzir cerca de 15% do total mundial, cerca de 75% da
propolis produzida € exportada, sendo o Japdao o maior comprador. Segundo dados de 2002,
a producdo anual de prépolis no Brasil era de cerca de 150 toneladas por ano, incluindo o
pais entre os oito maiores produtores. A producao mundial era de cerca de 10 mil toneladas
anuais. A propolis brasileira é considerada uma das melhores do mundo devido as suas
caracteristicas sensoriais € a0 menor teor de metais pesados e demais poluentes ambientais
(PRODUCAO DE MEL, 2002; PORTAL DA CIDADANIA, 2002; ADELMANN, 2005).
China, Coréia do Sul, Japao e Espanha foram os maiores compradores da propolis brasileira
em 2009. A prépolis dos estados de Sao Paulo e de Minas Gerais sdo as mais aceitas pelo
mercado externo (SEBRAE, 2010). De acordo com Park et al. (2000) a prépolis da regido
Sudeste brasileira apresenta maior atividade antimicrobiana e antiinflamatéria. Devido a
alta informalidade e segregacdo do setor apicola nacional, a obtencdo de dados estatisticos
mais recentes e precisos € bastante dificil. Além disso, as principais andlises feitas t€ém
como foco o mel produzido pelas abelhas, que ainda € o principal produto do setor.

No entanto, sabe-se que cada colméia pode produzir anualmente 20 quilos de
mel, 1,2 quilo de prépolis e 4 quilos de cera (CEPA, 2009; GRUPO COLMEIAS, 2009,
LIMA et al., 2006). Assim, analisando-se o volume de mel produzido, pode-se obter uma
estimativa da possibilidade de producao de prépolis. A Tabela 3.1 mostra a produ¢do de mel

dos principais estados produtores brasileiros. O desenvolvimento de um produto com alto
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valor agregado, com grande potencial de utilizacdo e exportacdo, através da aplicacdo de
um processamento de ficil implantacdo e de baixo custo pode ser uma boa forma de
impulsionar o aproveitamento da prépolis pelos estados que ja tem notdvel participacdo no

setor apicola brasileiro, aumentando substancialmente a renda destes produtores.

Tabela 3.1. Produ¢do de mel nos cinco maiores estados produtores nacionais

Estado Producao (ton)
Rio Grande do Sul 7.155
Parana 4.831
Ceara 4.734
Santa Catarina 4.514
Piaui 4.278

Fonte: SEBRAE(2011) citando IBGE (2009)

Em 2010, segundo dados da SECEX (Secretaria de Comércio Exterior),
disponiveis no relatério do SEBRAE (2012) o valor das exportagdes da prépolis foi da
ordem de US$ 600 mil, sendo que do total comercializado, 84% foi destinado ao Japdo e
15% a China que sdo os dois maiores importadores da propolis brasileira. A lideranca na
exportagdo foi de Sao Paulo e Minas Gerais, sendo que a propolis foi comercializada a um
preco médio de US$ 86,95/kg, sinalizando um aumento no valor mundial da prépolis ja

que, em igual periodo de 2008, o valor médio da venda para exportagao foi préximo de US$

67,15/kg.

3.1.2. Atividades Biolégicas da Prépolis

Vérios ensaios bioldgicos destacam as propriedades da propolis como anti-
inflamatoria, bactericida, fungicida, antioxidante, hepatoprotetora, cicatrizante, antidlcera,
anti-carie e anestésica, além de sua toxicidade contra células cancerigenas. O uso da
propolis pode aumentar a resisténcia natural a infec¢des e diminuir a pressao arterial e nivel

de colesterol (LOTFY, 2006).
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Além de suas propriedades terap€uticas, existe grande interesse na aplicacdo da
propolis nas industrias farmacéutica e alimenticia, na forma de alimentos funcionais. Além
do interesse crescente em alimentos funcionais com origem natural, a propolis ainda atua
como preservativo do alimento, gracas as suas atividades anti-microbiana e anti-oxidante
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006). A prépolis tem sido usada como um remédio popular
e estd disponivel na forma de cédpsulas, como um extrato (hidroalcodlico ou glicdlico),
como enxaguatério bucal, na forma de pd, entre outras e também empregada em
cosméticos e na industria alimenticia na forma de alimentos funcionais (ALENCAR et al.,
2007; SFORCIN et al., 2000). Realizando-se uma busca na internet foi constatado a
existéncia de diversos produtos a base de propolis como cdpsulas, condicionador, xampu,
sabonete, batom, bala, cha, protetor solar, gel pds barba, creme, etc, disponiveis no mercado
brasileiro.

Muitas pesquisas foram feitas para se avaliar a atividade antimicrobiana da
propolis e verificou-se que as bactérias mais sensiveis a ela foram as dos grupos gram
positivos e dcido tolerante (DIAS, PEREIRA e ESTEVINHO, 2012; KACANIOVA et al.,
2012; SIRIPATRAWAN, VITCHAYAKITTI e SANGUANDEEKUL, 2012). Além disso, o
extrato de propolis pode potencializar o efeito de alguns antibiéticos, como por exemplo em
combinacdo com a furangina contra Escherichia coli (KOO, 1996).

Bonvehi et al. (1993, citado por MOURA, 2000) estudaram os diversos
compostos da propolis isoladamente para verificar quais apresentariam atividade
bacteriostdtica, mas concluiram que o seu potencial biologico € potencializado devido ao
sinergismo que ocorre entre 0s seus componentes, como os flavondides e os compostos
fendlicos. Ao estudar a préopolis proveniente de vérias regidoes do Brasil, Silva et al. (2006)
concluiram que a presenca de flavondides é um fator importante para a existéncia de
atividade antimicrobiana, mas essa relacdo sofre interferéncia da disponibilidade de outros
compostos fendlicos no extrato.

Virios estudos foram realizados para se verificar as propriedades anti-oxidantes
da propolis de diferentes regides. Kumazawa et al. (2004) compararam as atividades de

propolis de vdérios paises e constataram baixa atividade na propolis brasileira. Contudo,
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ressaltam que j4 foram isolados na propolis brasileira muitos compostos com atividade anti-
oxidante. H4 uma grande varia¢do na composi¢cdo em funcdo da regido de producdo, dessa
forma, a propolis brasileira foi classificada em 12 grupos diferentes, de acordo com a regiao
de coleta. Além disso, foi observada grande variacdo da composicdo quimica da propolis
entre os grupos, resultando em variagdo nas suas atividades biolégicas. A amostra
proveniente do estado de Sdo Paulo apresentou grande quantidade de substancias soluveis,
atividade anti-microbiana para Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans e atividade
anti-inflamatoéria elevada em relacdo as amostras de outras regides (PARK et al., 2002).

Park et al. (1998) estudaram as atividades anti-microbiana e anti-oxidante para
extratos de propolis preparados com diferentes proporcdes de solvente e constataram que
essas atividades foram maiores para extratos produzidos através do uso de uma solugdo
hidroalcodlica contendo etanol a 70 ou 80% como solvente do que para extratos preparados
com concentragdes menores de etanol em dgua ou o extrato aquoso livre de etanol.

Em outra pesquisa, a propolis preparada utilizando como solvente tanto o etanol
quanto o propilenoglicol apresentou boa atividade antifiingica mesmo em grandes diluicdes,
onde a inibicdo das leveduras estudadas foi proporcional a concentracio de proépolis
utilizada nos testes inibitérios (LONGHINI et al., 2007).

Além dessas propriedades, a prépolis em solu¢do aquosa mostrou-se bastante
eficaz na reducdo de tamanho de tumores provocados em ratos, além de diminuir também o
numero total de células infectadas (ORSOLIC et al., 2005). Testes feitos com Artepelin C,
importante composto fendlico isolado da prépolis, mostraram-se eficazes na prevengdo de
tumores por prevenir danos oxidativos provocados pelo tumor, fazendo da prépolis um

importante composto funcional com atividades anti-carcinogéncias (KIMOTO et al., 2000).

3.1.3. Composicao Quimica

A composi¢ao quimica da prépolis € muito variada e complexa, ndo podendo

ser definida de uma maneira geral, ja que estd relacionada a vegetacdo de cada regido de
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coleta das abelhas. Mais de 200 compostos quimicos ja foram identificados na propolis,
sendo em sua maioria compostos fendlicos. Como principais compostos ativos podem-se
citar flavondides, dcidos aromdticos, terpendides, aldeidos, dlcoois, 4cidos alifdticos e
ésteres, aminodcidos, esterdides, agucares, etc. (ADELMANN, 2005). Os constituintes
soluveis da propolis utilizando-se solventes orginicos dividem-se em materiais cerosos (em
média 30%), balsamos, Oleos essenciais e derivados fendlicos (em média 60%)
(MARCUCCI, 1996).

Os principais grupos quimicos encontrados na prépolis sdo os compostos
fendlicos, cuja estrutura quimica € formada pelo anel benzénico com grupos hidroxilas
associadas diretamente a estrutura ciclica (Figura 3.3). Na prépolis, estas substincias
encontram-se principalmente na forma agliconas, dcidos fendlicos e ésteres fendlicos, os

quais sao responsdveis pela bioatividade contra vdrios microorganismos patogénicos

(BURDOCK, 1998, BANKOVA, 2005).

OH

Figura 3.3. Estrutura bésica de um fenol.

A presenca destes diversos compostos fendlicos, principalmente o0s
flavondides, sdo a principal explicacdo para a grande variedade de propriedades
terapéuticas relatadas por diversos pesquisadores, como antioxidante, antimicrobiana, anti-
cancer e anti-viral, entre outras. A aplicabilidade da prépolis na drea médica e farmacéutica
aumentou o interesse na sua composi¢do quimica e na sua origem. Os flavondides sdo
compostos constituidos por 15 carbonos, distribuidos por dois anéis fendlicos conectados a
uma unidade de trés carbonos, conforme representado na Figura 3.4 (LOTFY, 2006;

SFORCIN e BANKOVA, 2011). Alguns destes compostos estdo ilustrados na Figura 3.4:
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(a)

Figura 3.4. Alguns compostos presentes na propolis.
(a) quercetina, (b) miricetina

Como a prépolis é um produto natural, extraido de plantas, estd sujeito a vérias
diferencas em relacdo a sua composicao quimica, causando variagdo das suas propriedades
bioldgicas e farmacolégicas (PEREIRA et al., 2002). Este fator dificulta o uso da prépolis
em fitoterapia, j4 que sua composi¢do quimica varia com a flora da regido (brotos, cascas,
galhos, exsudados resinosos) e época da colheita; e com a espécie da abelha. Vérios
trabalhos na literatura focam-se exatamente na variabilidade da prépolis de acordo com a
regido de colheita, relacionando suas propriedades com os componentes encontrados na
flora da regiao (MORENO et al., 2000; MOREIRA et al., 2008; KUMAZAWA et al., 2004;
AHN et al., 2007; PARK et al., 2002).

A propolis brasileira é classificada em 12 grupos conforme sua composi¢ao
fisico-quimica, que € diretamente relacionada com a planta utilizada pelas abelhas, ou seja,
com a regido de coleta. Na regido Sudeste do pais, € produzida a prépolis de grupo 12,
enquanto na regiao Sul produzem-se as propolis dos grupos 1 ao 5, por exemplo (PARK et
al, 2000). A Tabela 3.2 representa os 12 tipos de propolis brasileira e suas principais
caracteristicas. Alguns autores sugerem que a principal fonte vegetal para a propolis
brasileira € a Baccharis spp. (KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al. 1998, BASTOS et al.
2000, NASCIMENTO et al., 2008). Os tipos de compostos aromdticos e terpénicos
encontrados na prépolis permitem a determinacdo das espécies vegetais visitadas pelas

abelhas (MARCUCKCI, 1996).
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Tabela 3.2. Produgd@o de mel nos cinco maiores estados produtores nacionais

Adaptado de Park et al. (2010)

Extrato Etandlico de Prépolis

Zona de Inibicao Atividade

Grupos Origem da Cor Substancias (mm) antiinflamatoria
P propolis Solaveis (%) Staphylococcus % Inibicao da
aureus Hialuronidase
1 Regido Sul Amarelo 63,0 Negativo 16,1
2 " Castanho claro 57,5 Trago 11,8
3 " Castanho escuro 65,0 Traco 379
4 " Castanho claro 54,5 2,0 17,1
5 " Marrom 58,7 1,0 36,4
esverdeado
Regido Marrom
6 Nordeste avermelhado 45,9 3.0 40,8
7 " Marrom 43,8 6,0 48,6
esverdeado
8 " Castanho escuro 41,3 6,0 40,8
9 " Amarelo 46,7 2,0 10,6
10 " Amarelo escuro 24.1 Traco 20,1
11 " Amarelo 23,1 1,0 2,4
Reoiio Verde ou
12 & Marrom 61 3,0 38,3
Sudeste
esverdeado

No Brasil, ocorre a coleta durante todo o ano, promovendo uma maior variagao
sazonal na sua composi¢ao. Nas regides de clima temperado geralmente ocorre uma menor
variacdo na composi¢do quimica da propolis. Na Europa, por exemplo, os principais
compostos bioativos da propolis sdo os flavondides (flavonas, flavonéis e flavanonas).
Nestas regi0es, as abelhas coletam a prépolis apenas no verdo (incluindo final da primavera

e comeco do outono - cerca de quatro meses) € por isso as variagdes sazonais na
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composi¢do da propolis sdo praticamente insignificantes quando comparadas as variacdes
da propolis brasileira. A principal fonte botinica das zonas temperadas sdo os broto de
espécies de Populus (poplar) e seus hibridos (BANKOVA et al., 1992; BANKOVA et al.,
1998; PEREIRA et al., 2002).

Alguns flavondides comumente encontrados em prépolis sdo o kampferol, a
quercetina, a isorramnetina, a miricetina e a galangina que pertencem a classe dos
flavondis; a apigenina, a luteolina, a crisina e a tectocrisina sdo exemplos de flavonas; a
pinocembrina é uma flavanona e a pinobancsina € um diidroflavonol (MARCUCCI et al.,
1998).

Outro grupo de compostos encontrados na propolis sdo os acidos fendlicos que
apresentam um grupo carboxilico ligado a um anel benzénico e a presenca de um ou mais
grupos hidroxila. Estes dcidos sdo divididos em acidos benzodicos, dcidos cindmicos e seus
derivados (SOARES, 2002). Alguns exemplos de compostos fendlicos comuns nos produtos
apicolas s@o o dcido gdlico, p-cumadrico, caféico, ferdlico e siringico. Os compostos (a) e

(b) da Figura 3.5 s@o exemplos destes compostos.

5 HO
HO

HO
COOH HO COOH
@ (b)

Figura 3.5. Alguns compostos presentes na propolis.
(a) 4cido caféico, (b) acido galico

De acordo com Longhini et al. (2007), as substancias presentes na prépolis
possuem cardter dcido, considerando-se que elas provocam uma diminui¢do no pH dos
solventes usados na extracdo, como comprovado em testes realizados com etanol e com
propilenoglicol. Entretanto, ainda ndo ha estudos que relacionam o aumento da extragdo de

compostos fendlicos e flavondides em diferentes pHs do meio de extragdo. O efeito do pH
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do solvente durante a extracdo de flavondides e polifendis tem sido estudado por varios
autores trabalhando com diferentes espécies vegetais como o chd verde (KIM, et al. 1999),
cha preto (LIANG e XU, 2001), Eleusine coracana (CHETAN e MALLESHI, 2007) e
Filipendula ulmaria (HARBOURNE et al. 2009). Nestes casos, verificou-se que a alteracdo
de pH pode ter um impacto positivo ou um efeito negativo, dependendo da interacido dos
polifendis com os outros componentes de cada planta. Portanto, uma mudanca no pH
durante a extracdo da prépolis pode também representar alteragdes no produto final.
Existem diversas metodologias para quantificacdo dos flavondides e compostos
fendlicos presentes em extratos vegetais. Os métodos espectrofotométricos s@o os mais
rapidos e baratos mas muitas vezes apresentam valores inferiores aos reais, ja que
geralmente ocorrem variagdes de absorcao na regido de comprimento de onda escolhido, de
acordo com a classe do fenol (BURIOL et al., 2009). Assim, costuma-se usar o método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para uma andlise mais precisa dos

compostos, sendo possivel a identificacdo e quantificacdo dos compostos.

3.1.4. Atividade Antioxidante

O crescente interesse por alimentos naturais tem sua explicacdo no fato de
muitos ingredientes vegetais serem também antioxidantes naturais, ou seja, sdo produtos
capazes de prevenir ou retardar os processos oxidativos. Os antioxidantes naturais na
industria de alimentos sdo importantes nao apenas devido a sua utilidade como método de
prevengdo da oxidagcdo do produto, mas também devido a seus efeitos benéficos na saide
humana que sdo fatores importantes na agregacdo de valor aos produtos alimenticios
(GULCIN, 2012).

Muitos autores relatam que o alto conteudo de flavondides e polifendis
presentes na propolis sdo responsdveis por sua caracteristica de agente antioxidante
(MORENO et al, 2000; NAGAI et al., 2003; THIRUGNANASAMPANDAN,
RAVEENDRAN e JAYAKUMAR, 2012; MAVRI et al., 2012). Essa caracteristica da
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propolis é importante, pois 0os processos oxidativos produzem radicais livres que causam
muitos problemas para a saide humana como cancer, doengas degenerativas do coracao e
sdo relatados como causadores de envelhecimento, diabetes, cataratas, rugas, fragilidade
Ossea, falha nos rins devido a formacdo de ligagdes cruzadas no DNA e nas proteinas
essenciais (SCHELLER et al., 1994).

Uma das alternativas contra esses processos degenerativos seria evitar radicais
livres, no entanto isso € invidvel, uma vez que a fonte de radicas livres pode ser muito
grande, como raios solares, radiacdo, pesticidas em alimentos, frituras, etc. A segunda
alternativa seria suprir o organismo com antioxidantes que atuam prevenindo os danos
causados por radicais livres. Alguns exemplos de compostos com atividade antioxidante sao
0 4cido ascérbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E) e B-caroteno (vitamina A).

As propriedades bioldgicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas com a
atividade que cada fenol exerce sobre determinado meio. Assim, a atividade antioxidante
depende da estrutura quimica dos polifendis, podendo ser determinada pela acdo da
molécula como agente redutor através de alguns fatores como a sua reatividade como
agente doador de H e elétrons, estabilidade do radical flavanoil formado, reatividade frente
a outros antioxidantes e capacidade de quelar metais de transi¢cdo. Em geral, quanto maior o
nimero de hidroxilas, maior a atividade como agente doador de H e de elétrons. Assim, o
comportamento antioxidante dos compostos fendlicos esta relacionado com sua capacidade
para quelar metais, inibir a a¢do da enzima lipoxigenase e captar radicais livres. De modo
geral, os polifendis, em particular os flavonoides, possuem estrutura ideal para o sequestro
de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C e E. A dissociacdo do
grupo hidroxila dos polifenéis é um indicador de atividade antioxidante ja que o dtomo de
hidrogénio é doado aos radicais livres, neutralizando o seu efeito (BARREIROS, DAVID e
DAVID, 2006; RICE-EVANS et al., 1995; NANTASENAMAT et al., 2008).

A importancia dos compostos antioxidantes na prevencao de certas doencas tém
levado ao desenvolvimento de um grande nimero de métodos para a determinagdo de sua
atividade. Estes métodos podem ser baseados na captura do radical peroxila (ORAC,

TRAP), do radical hidroxila (método de desoxirribose) e do radical organico (ABTS,
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DPPH), no poder de reducido de um metal (FRAP, CUPRAC), na quantificacdo de produtos
formados durante a peroxidacdo de lipideos (oxida¢do do LDL, co-oxidagdo do b-caroteno,
FTC), entre outros (FRANKEL e MEYER, 2000; SANCHEZ-MORENO, 2002).

O método DPPH (atividade sequestrante de radicais DPPH) tem sido bastante
utilizado na avaliagdo da atividade antioxidante em frutas e se baseia na reacdo de um
composto antioxidante com um radical estivel, DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), em
solucdo alcodlica. A solugdo do radical DPPH apresenta uma cor violeta escuro, que tende
a clarear durante a reacdo com o composto antioxidante, monitorada através da leitura da
absorbancia da solu¢@o a 515 nm (comprimento de onda em que o radical DPPH apresenta
absorbancia maxima). A vantagem do método DPPH é que o radical livre é estdvel e estd
disponivel comercialmente (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET, 1995).

O método FRAP mede a capacidade de redugdo de um fon férrico. Neste
método a substancia oxidante é um sal férrico (Fe(III)(TPTZ),Cl;) de coloracdo laranja,
produzido pela mistura de TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) com cloreto férrico e tampao
acetato. A reducdo do ferro produz a mudanca na cor do oxidante de laranja claro para azul
intenso. A intensidade de cor € comparada com aquela produzida por solucdes de
concentracdo conhecida de sulfato ferroso (HUANG et al., 2005).

O método do tiocianato férico (FTC) mede o efeito antioxidante dos extratos
sobre a inibi¢do da peroxidag¢do do dcido linoléico. Este método € usado para medir o nivel
de peréxido formado nos estdgios iniciais da oxidacdo lipidica. Peréxidos sdo formados
durante a oxidag@o do é4cido linoleico reagindo com Fe** e formando Fe**. A andlise resulta
numa solu¢do de coloracdo avermelhada, que tende a escurecer com a oxidacdo lipidica,
assim, valores baixos de absorbancia indicam alta atividade antioxidante. Na presenca de
antioxidantes, a oxidacdo serd mais lenta e, consequentemente, a variagdo da coloracao
também sera mais lento (ZIN, ABDUL-HAMID e OSMAN, 2002; EBRAHIMZADEH et
al., 2010; GULCIN, 2012).

Banskota et al. (1998) estudaram a prépolis de origem brasileira quanto a sua
atividade antioxidante e indicaram alguns compostos como por exemplo, os derivados do

acido cafeico, flavonéides, Artepillin C como responsdveis pela sua atividade antioxidante.

20



Revisdo Bibliogrdfica

Park et al. (1998) determinaram que os extratos etanélicos de prépolis preparados com 70 e
80 % de etanol apresentam maior atividade antioxidante em relacdo aos extratos obtidos
com menor concentracdo de etanol. A atividade foi decrescente conforme diminuiu-se a
concentracdo de dlcool como solvente, que também ocasionou menor extracdo de

flavonoides.

3.1.5. Atividade Antimicrobiana

Os flavonéides, um dos maiores grupos de compostos presentes na prépolis, sao
encontrados em todas as partes do reino vegetal, os quais, junto com os acidos carboxilicos
modificados, sdo responsaveis pela bioatividade da prépolis contra varios microorganismos
patogénicos (BURDOCK, 1998). No entanto, segundo Bankova et al. (1998) a prépolis de
origem brasileira possui baixa concentracdo de flavonodides e ésteres de dcidos fendlicos,
mas possui altas concentracdes de dcido dihidroxicindmico, acetofenonas preniladas e
alguns terpendides especificos. O efeito sinergistico dos componentes da propolis brasileira
proporciona maior atividade antimicrobiana quando comparada com os compostos isolados
(MARCUCCI, 1996; BANKOVA et al., 1998; KONISHI et al, 2004). Além disso, os
compostos prenilados sdo os maiores constituintes da prépolis brasileira e trabalhos relatam
que a atividade antibacteriana destes compostos pode ser aumentada com o aumento do
numero de grupos prenil (AGA et al., 1994; MARCUCCI et al., 2001).

Sforcin et al. (2000) estudaram o efeito da estagdo do ano na atividade
antimicrobiana da prépolis brasileira e verificaram que cepas de Staphylococcus aureus
foram susceptiveis a propolis mesmo em baixas concentragdes, enquanto as bactérias Gram
negativas necessitaram de altas concentragdes de extrato alcodlico para serem inibidas. No
entanto, ndo notaram diferencgas significativas no efeito bacteriostitico da prépolis de
diferentes estacdes do ano. Este fato deve ser uma consequéncia provdvel do efeito
compensador dos diferentes componentes presentes na propolis, ou seja, quando ocorre a

diminui¢do de alguns componentes biologicamente ativos, como os fendlicos, ocorre o
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aumento de outros, por exemplo, 4cidos diterpénicos. Deste modo pode-se esperar que as
atividades bioldgicas, relacionadas a estes compostos, sejam similares em diferentes
estacoes do ano (BANKOVA et al., 1998). Além disso, ocorre grande variacdo na
composi¢do de acordo com a regido de coleta. Orsi et al. (2005) relataram que a propolis
brasileira do Nordeste é mais eficaz contra a Salmonella que a prépolis proveniente do Sul
do pais.

No caso de extratos alcodlicos de prépolis provenientes de outras regides do
mundo, Kalogeropoulos et al. (2009) verificaram que a prépolis de origem grega foi mais
eficaz que o antibidtico nisina, apresentando atividade inibitéria as bactérias gram positivas
e fungos, mas ndo teve efeito em bactérias laticas, sendo assim indicada para uso como
antibidtico natural, especialmente para produtos fermentados. Choi et al. (2006) relataram
atividade antimicrobiana da prépolis coreana contra S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium e
C. albicans e a atividade foi maior nos extratos com maior concentracdo de polifendis
totais. Ja a prépolis de origem portuguesa (SILVA et al., 2012) apresentou atividade contra
as bactérias gram positivas, gram negativas e fungos, sendo que as gram negativas foram
mais sensiveis ao extrato. Estes trabalhos reforcam o cardter antimicrobiano da prépolis,
mas deixam evidente que as variacOes regionais alteram as propriedades bioldgicas do

extrato.

3.2. Processos de concentragao por membranas :
Nanofiltragao

Os processos de filtracdo por membranas permitem a separacdo de solutos
dissolvidos em correntes liquidas e de misturas gasosas. A maioria destes processos usa o
escoamento tangencial (‘“‘cross flow”), uma particularidade que os distingue da filtracao
convencional, onde se promove a separacdo de particulas s6lidas em suspensao de correntes
liquidas ou gasosas em escoamento frontal. No escoamento tangencial, a solu¢do ou
suspensdo escoa paralelamente a superficie da membrana enquanto o permeado ¢é

N

transportado transversalmente a mesma. Neste caso, o escoamento paralelo a membrana
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limita 0 acimulo do material retido sobre a mesma, tornando possivel uma operacdo do

sistema em condi¢des de regime estabelecido de transferéncia de massa (HABERT et al.,

2006), conforme ilustrado na Figura 3.6.

Filtracdo Convencional

Filtragdo Tangencial

q.ﬁlimentagﬁn

Camada
u polarizada
L 11 ."11.?
Membrana

v *+'_-+

Baixo fluxo de permeado

Alimentacdo Retentado
e
— =t W
= L il
W = L
s Membrana

Alto Fluxo de permeado

Figura 3.6. Esquema de escoamento durante filtragcdo convencional (perpendicular) e
tangencial.
Adaptado de Habert et al., 2006.

A Tabela 3.3 apresenta as caracteristicas mais importantes dos processos de

separacdo com membranas que utilizam o gradiente de pressdo como for¢a motriz, bem

como Ssc€us

mecanismos de acdo e alguns exemplos de aplicacdo. A microfiltracdo ¢é

adequada para separar particulas, como bactérias e glébulos vermelhos, cujo tamanho varia

entre 0,05 a 2,0 nm. Particulas cujos tamanhos variam de 0,00005 a 0,05 nm sdo removidas

com processos de osmose inversa, nanofiltragao ou ultrafiltracio (HABERT et al, 2006).
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Tabela 3.3. Principais caracteristicas dos processos de separagdo por

membranas
Processo Forca Motriz Mecanismo  Material Retido Aplicacoes
de Acao
Microfiltracao Gradiente de  Exclusdo  Material em suspensdo Clarifica¢do de vinho
(MF) Pressdo (0,1 - 10um ) e cerveja;
(0,1 — 1,0 bar) Esterilizacao
bacteriana
Ultrafiltracdo  Gradiente de Exclusdo Coloides, Concentracdo de
(UF) Pressao macromoléculas proteinas;
(0,5 -5 bar) MM>5000 g/mol Recuperacio de
pigmentos e 6leos
Nanofiltracao  Gradiente de  Exclusdo/  Moléculas de massa Purificacdo de
(NF) Pressao difusdo molar médio proteinas; separacao
(1,5 — 40 bar) (100<MM <2000 de compostos
g/mol) organicos e sais
divalentes
Osmose Inversa Gradiente de Difusdao  Todo material soldvel Dessalinizagdo e

Pressao
(20-100
bar)

(0D

ou em suspensao

desmineralizacio de
aguas; Concentragao

de sumos

A nanofiltracio é uma operacdo unitdria de separagdo por membrana que

permite uma grande variedade de usos: recuperacdo dos solventes da filtragem de 6leos,

separagdo e reuso de catalisadores na inddstria farmacéutica, troca de solventes na industria

quimica (GEENS et al., 2006), concentracdo e purificacdo de extrato etandlico de xantofila

que apresenta grande importancia para a industria farmaceéutica e alimenticia (TSUI et al.,

2007) e concentragdo de vinhos (BANVOLGYI et al., 2006) e sucos (VINCZE et al., 2006)
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na industria de alimentos. Algumas aplicacdes tipicas de nanofiltracdo sdo a separacdo de
sais de solucdes e a separacdo de acidos de solugdes de agucares, resultando em produtos
mais puros e com maiores concentracdes (RIJN, 2005). Alguns estudos t€m sido realizados
para  viabilizar a nanofiltracio de extratos de prépolis (MELLO et al., 2010a;
TYLKOWSKI et al., 2010). Normalmente, é caracterizada pelas separacdes de sais
divalentes e solutos organicos de massa molar entre 500 e 2000 g/mol, sendo considerado
um processo intermedidrio entre a ultrafiltracio e a osmose inversa. Os sistemas de
nanofiltracdo, de modo geral, requerem pressdes de operacdo entre 1,5 e 40 bar, ou seja,
muito menores que aquelas solicitadas na osmose inversa. Por esta razao, processos onde se
utiliza nanofiltracdo podem ser considerados economicamente favorecidos, se comparados
4 osmose inversa (SCHAFER et al., 2005; HABERT et al., 2006). Este processo oferece,
como principais vantagens, a operacdo em baixas pressoes, fluxo elevado, considerdvel
retencao de sais anidnicos multivalentes e moléculas orgénicas, investimento relativamente
baixo e baixo custo de operagcdo e manutencao (HILAL et al., 2004).

A osmose € um processo no qual um solvente € transportado através de uma
membrana, como resultado de uma diferenca na concentracdo trans-membrana. Se o
sistema ndo sofrer influéncia externa como uma remogao do excesso de solvente, entdo a
diferenca de pressdo hidrostdtica serd estabilizada até o ponto em que o transporte de
material chegar a zero. Esta condigcdo € conhecida como equilibrio osmético e a
correspondente diferenca de pressao € chamada de pressdao osmética. O equilibrio osmético
¢ um equilibrio hidrodinamico: o solvente continua passando através da membrana, mas o
fluxo € o mesmo em ambas as direcdes. Se for aplicada uma diferenca de pressdo trans-
membrana maior que a correspondente ao equilibrio osmoético, o fluxo de solvente pode ser
revertido, ou seja, a solu¢do com maior concentragdo serd ainda mais concentrada
(RAUTENBACH, 1989). Este processo de concentracdo ocorre nos processos de filtracdo
por membranas que utilizam a press@do como forca motriz. A for¢ca motriz que provoca o
escoamento através da membrana € a diferenca de pressdo efetiva entre o lado da retencado e
o lado do permeado. A pressdo efetiva é a diferenca entre a pressdo hidrostéitica (P) e a

pressao osmotica () (HILAL et al., 2004).
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A taxa de solug@o que passa através da membrana depende das propriedades da
membrana, da temperatura da solucdo, da diferenca entre a pressdo aplicada e a pressao
osmotica na solugdo concentrada e a diluida. A pressdo osmoética é proporcional a
concentracdo da solucdo e depende das espécies iOnicas presentes (AMJAD, 1993,
CHERYAN, 1998).

A descoberta de membranas assimétricas e a fabricagdo de membranas seletivas
feitas a partir de uma variedade de materiais sdo as duas principais razdes do sucesso do
processo de filtracdo e concentracdo por membranas e do aumento da quantidade de
processos industriais que puderam ser desenvolvidos com essa tecnologia (RIJN, 2005).

Os parametros mais importantes que afetam os custos de investimento e
operacdo em nanofiltracdo sdo a taxa de recuperacdo e a membrana utilizada. A taxa de
recuperagdo expressa a eficiéncia da membrana em remover sais € outros componentes da
solu¢do e afeta diretamente o tamanho, custo e poténcia dos equipamentos usados no
processo (PILIPOVIK e RIVEROL, 2005).

As membranas para um sistema de nanofiltracdo s3o feitas para concentrar
componentes com massa molar maior que 300 g/mol e sdo mais seletivas que as membranas
de osmose reversa. As primeiras retém as moléculas dissolvidas e fons polivalentes, mas
deixam permear os ions monovalentes. Dessa forma, o processo de nanofiltracdo requer
pressdes menores de operacdo que a osmose reversa, sendo entdo mais econdmico
(MAROULIS et al., 2003).

A eficiéncia do processo de nanofiltracdo pode ser identificada como sendo
uma soma dos efeitos estéricos (convec¢do e difusdo) e eletrostaticos (efeito de cargas) na
superficie da membrana. Segundo Hilal et al. (2004), membranas que apresentam menor
rejeicdo a componentes dissolvidos e elevada permeabilidade a dgua representam uma
grande melhora para os processos de separagdo tecnolégicos que utilizam a nanofiltracao.

Estudos sobre a morfologia da superficie da membrana podem explicar os
processos de separagdo nessas membranas pelas caracteristicas da estrutura do poro
(didmetro, densidade e distribuicdo de tamanho do poro) e determinar suas propriedades

filtrantes. A microscopia de for¢a atdmica permite a obtencdo de imagens topograficas da
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superficie da membrana em uma resolu¢@o de nivel atbmico, o que torna a técnica atrativa

aos pesquisadores interessados nas propriedades superficiais da membrana nanofiltrante

(HILAL et al., 2004).

3.21. Fendmenos envolvidos no processo

A curva tipica do fluxo de permeacdo através da membrana pelo tempo pode
ser descrita em trés estagios diferentes: o primeiro estdgio € caracterizado por uma queda
brusca do fluxo nos primeiros minutos devido a ocorréncia da polarizacao por concentragao
na superficie da membrana; no segundo estdgio, inicia-se a precipitacio dos solutos
acumulados, ocasionando o bloqueio dos poros da membrana, a formag¢do da camada
polarizada e da incrustagdo; e o terceiro estigio € definido como a consolidacdo do
processo, ocorrendo uma queda no fluxo lenta, mas continua (HABERT et al, 2006). A

Figura 3.7 apresenta a curva tipica de fluxo de permeado.
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Figura 3.7. Variacdo esquematica no fluxo permeado com o tempo de operaciao ocasionada
por Polarizacdo de Concentragdo e Incrustagao

(Adaptado de HABERT et al (2006)).
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Durante a operacdo dos processamentos com membranas, observa-se um
declinio no fluxo de permeado ao longo do tempo devido a uma série de fendmenos que
criam condi¢des favordveis ao entupimento da membrana. Uma vez que a membrana é
seletiva, isto €, permite a passagem apenas de alguns solutos, haverd acimulo dos solutos
que sdo largamente rejeitados pela membrana. Como consequéncia, forma-se uma camada
concentrada na interface da mesma que oferecerd uma resisténcia adicional a transferéncia
de massa. Este fendmeno conhecido por polarizacdo da concentracdo resulta na formagao
de uma camada gel polarizada quando a concentragdo de particulas junto a membrana
torna-se constante. A polarizacdo € mais acentuada nos processos de ultrafiltracdo e
microfiltracdo, devido aos altos fluxos e baixos coeficientes de transferéncia de massa
como no caso da ultrafiltracdo de hidrocoldides, macromoléculas e outros solutos de
elevada massa molar. As condicdes do processo, tais como as interagdes entre os solutos e a
membrana, o pH do meio, o tamanho e a morfologia da prépria membrana, contribuem
para o aparecimento de resisténcias adicionais devido a formacdo da camada gel, do
entupimento dos poros e da adsorcdo de solutos na superficie da membrana (PETRUS,
1997, RODRIGUES, 2002, MIRANDA, 2005). O entupimento dos poros (fouling),
relaciona-se ao tipo de membrana, concentragcdo de solutos presentes na solugdo,
temperatura, pH e tempo de operacdo. Este entupimento s6 pode ser eliminado nas
operagdes de limpeza, com substancias detergentes, solugcdes alcalinas ou 4cidas e agentes
oxidantes (PETRUS, 1997, RODRIGUES, 2002).

A formacdo das zona de polarizacdo e da camada gel podem ser minimizadas
através do aumento da velocidade de escoamento tangencial, devido ao aumento da
turbuléncia. O efeito de mistura, nas proximidades da superficie da membrana, arrasta uma
parte significativa dos solutos acumulados, na maioria das vezes por adsor¢do, reduzindo a
espessura da camada gel e aumentando a velocidade de permeacdo. O “fouling”
(incrustagdo) também pode ser controlado através de outros procedimentos como a
aplicacdo de gradientes de pressdo reduzidos e através da alteracdo da composicdo quimica
das membranas de forma a alterar as interacdes entre os solutos e a superficie da membrana

(PORTER, 1990, CHERYAN, 1998).
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3.2.2. Parametros Operacionais

Os efeitos da polarizagdo da concentragdo, formag¢do da camada de gel e do
fouling devem ser controlados pelo ajuste dos parametros operacionais do sistema, visando
a viabilidade econdmica do processo. As principais varidveis que afetam o fluxo de
permeado sdo a pressdo transmembrana, temperatura, concentracdo da alimentacdo e
velocidade tangencial (CHERYAN, 1998).

O fluxo de permeado tende a diminuir conforme a concentracdo do retentado
aumenta devido ao aumento na sua viscosidade e densidade, provocando uma diminui¢cao
na difusividade do soluto. Pelos efeitos provocados também na densidade e na viscosidade
do retentado, o aumento da temperatura melhora o fluxo de permeado da membrana, até o
limite da estabilidade do fluido e da tolerancia da membrana a temperatura. O aumento da
pressdo atua de forma diretamente proporcional ao fluxo de permeado para solu¢des que
nao contém muitos componentes causadores de incrustagdo, pois maior serd a forga motriz.
Porém, nos casos em que ocorre facilmente a formagdo da camada polarizada e da
incrustacdo, o aumento na pressiao gera maior compactacao das particulas sobre a superficie
da membrana, diminuindo o fluxo. Assim, utilizando valores mais baixos de pressdo, tem-
se um fluxo inicial mais baixo, mas que é mantido por um tempo mais longo (PORTER,
1990; CHERYAN 1998),

Alguns dos parametros normalmente utilizados na andlise de desempenho e
eficiéncia do processamento siao o fluxo de permeado, indice de retencdo da membrana e o

fator de concentragao:

Fluxo de Permeado (J) — Representa o volume (litros) de produto permeado
que atravessa a drea da membrana (m?) em um determinado tempo (horas), de acordo com a

equagdo 3.1:

onde: V, = volume do permeado (L)
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t = tempo (h)

A, = area da membrana (m?)

indice de Retengdo — Este indice fornece a capacidade da membrana em
reter um determinado componente, sob condicdes de operacdo pré-estabelecidas. Dessa

forma, permite uma avaliacio da seletividade da membrana. E definido pela equacdo 3.2:

CP
R=1-—L (3.2)

r

onde C, = concentragdo do componente no permeado (mg/mL)

C, = concentragdo do retentado (mg/mL)

Fator de Concentragao — Determina a relagdo entre a concentragdo do
retentado e da alimentacdo, e determina a extensio do processo de nanofiltracdao, conforme

equacao 3.3:

F=—*= (3.3)

onde: V, = volume da alimentacdo (L)

V: = volume do retentado (L)

A definicdo desses pardmetros possibilita a avaliagdio do desempenho e
comparacdo com outros processos ja estabelecidos, auxiliando na conclusdo da viabilidade

de uso do processo de concentracao por membranas.

3.2.3. Modelos de Transporte

Os processos de separacdo com membranas necessitam do desenvolvimento de

modelos quantitativos, que relacionam as propriedades dos materiais as performances de
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separacdo, para o sucesso do projeto. Dentre os fatores que controlam a performance dos
processos de separacdo que utilizam a diferenca de pressdo como for¢a motriz, o fluxo de
permeado € um dos parametros de processo mais estudado e de ficil obtencdo. Assim,
diversos modelos matemdticos foram propostos para se tentar descrever o fluxo de
permeado através da membrana, sendo a maior parte deles semi empiricos, geralmente com
uma forma exponencial, considerando a forma das curvas de fluxo (BITTER, 1991;
CHERYAN, 1998). O estudo dos principais fatores responsdveis pelo declinio do fluxo de
permeado € importante para possibilitar a otimiza¢do dos processos de separacdo por

membranas.

3.2.3.1 Modelo das Resisténcias

Em um processo de concentracdo por membranas, vdrias resisténcias sao
embutidas no processo, decorrentes dos fatores intrinsecos ao sistema (membrana) e de
fatores de processo. As principais resisténcias sdo a da membrana (R,,), resisténcia devido a
incrustagdo (Ry) e resisténcia devido a polarizacdo da concentragdo (R;). A resisténcia por
incrustacdo costuma englobar dois tipos de resisténcia, por adsor¢cdo (R,) e bloqueio fisico
dos poros (R,). Assim, o escoamento do permeado € inversamente proporcional a
resisténcia total intrinseca ao sistema. A cinética relativamente lenta de alguns dos
fendbmenos que provocam a incrustacdo justifica a demora para se atingir um possivel
estado estacionario no processo (HABERT et al., 2006).

A Figura 3.8 apresenta o esquema de uma membrana porosa, onde as
resisténcias do processo estdo ilustradas. SILVA e SHEER (2011) estudaram a
microfiltracdo de solucOes aquosas de pectina em membranas ceramicas e verificaram que
as maiores resisténcias ao fluxo de permeado do processo foram a incrustacio e a
polarizagdo, sendo que a ultima foi maior com o aumento da temperatura e da concentracao
da alimentacdo. Além disso, relataram que o aumento da pressdo também favoreceu esses

dois tipos de resisténcias devido a maior forca de passagem pelo poro e a maior
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compactagdo das moléculas depositadas na superficie. USHIKUBO et al. (2007)
trabalharam com a microfiltracdo de suco de umbu e verificaram que a maior resisténcia da
membrana ocorreu devido a incrustagdo ja que os poros grandes facilitam a adsorcdo de
particulas pequenas pela membrana. Em membranas de poros menores, a tendéncia é que as

particulas se depositem sobre a membrana, aumentando a resisténcia por polarizacao.
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Figura 3.8. Resisténcias a transferéncia de massa em membranas porosas.
(Extraido de HABERT et al., 2006 )

A relacdo entre fluxo permeado e a diferenca de pressdo aplicada entre os dois lados

da membrana € expressa pela equagao 3.4:
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AP

J= 34
n{(R,+R,+R,+R, R, ) (3.4)

onde:
J = Fluxo do permeado (L/h.m?)
AP= gradiente de pressdo (Kg/m.s?)
n= viscosidade da solu¢ao permeante (Kg/m.s)
R.= Resisténcia ao transporte através da membrana (m™)
R.= Resisténcia devido ao fendmeno da adsorgio (m™)
R= Resisténcia devido ao bloqueio fisico dos poros (m™)
R.= Resisténcia devido a formagio de uma camada gel sobre a membrana (m™)

R,=Resisténcia devido ao fendmeno da polarizagdo de concentragdo (m™)

3.2.3.2Modelos de Hermia

S@o modelos muito empregados para andlise do fluxo de permeado, capazes de
descrever o declinio do fluxo permeado durante o processo de filtracao tangencial a pressao
constante. O primeiro modelo empirico baseado em um processo de separacdo por
membrana considerando-se pressdo constante foi desenvolvido por Hermia (1982),
conforme descrito pela equacdo 3.5, e posteriormente modificado por diversos autores afim

de adequar-se as diferentes condi¢des de processo.

d*J e

dV2=k(dV (3.5)

Onde:
J = fluxo de permeado (L/h.m?)
V = Volume de permeado (L)
k = constante do processo
t = tempo de filtracao (s)

n = constante que varia de acordo com o modelo de obstru¢do da membrana,
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A partir da equagdo 3.5, diferentes equacOes foram formuladas levando em
consideragdo as particularidades de cada processo e o tipo de obstru¢do ocorrida na
membrana, interferindo no fluxo de permeado (FIELD et al., 1995; VELA et al., 2009;
DIAZ-REINOSO et al., 2011). Consideraram-se as obstru¢des por bloqueio completo dos
poros, bloqueio parcial dos poros, formacdo de camada polarizada ou bloqueio interno dos
poros. Diaz-Reinoso et al. (2011) avaliaram o processo de ultrafiltracdo de extratos de
folhas de Castanea sativa e verificaram através dos modelos matematicos que a influéncia
da formagdo da camada polarizada foi maior em membranas com massa molar de corte de
SkDa enquanto para membranas de 10 kDa o bloqueio interno dos poros foi o fator
predominante de decaimento do fluxo.

A Figura 3.9 representa os tipos de bloqueio de poro que o soluto pode

proporcionar na membrana.

Q o _
EnE B
a

Figura 3.9. Mecanismos de bloqueio das membranas.
(a) bloqueio completo de poro; (b) bloqueio parcial de poro; (c) bloqueio interno de poro;
(d) formacao de camada polarizada.

Chang et al. (2011) estudaram os mecanismos de incrustagdo em membranas de
nanofiltracdo no tratamento de dgua, comparando o modelo das resisténcias em série € o
modelo de Hermia modificado por Vela et al. (2009) para os resultados experimentais. A

formacdo de camada gel polarizada apresentou a maior resisténcia ao fluxo, enquanto os
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mecanismos de bloqueio completo, parcial e também a de camada polarizada apresentaram
as maiores correlagoes (R?) com os dados experimentais. Jarusutthirak et al. (2007)
estudaram os fatores que afetam o fluxo de permeado durante a nanofiltracio de matéria
organica natural e concluiram que o aumento da concentracdo da solu¢do de alimentagdo
provoca uma mudanca nos mecanismos principais de bloqueio, indo de bloqueio total dos

poros a formacdo de camada polarizada conforme o aumento da concentracgdo.

3.2.3.3 . Modelo da renovagao de superficie

Este modelo avalia a mudanca de comportamento do fluxo ao longo do tempo
de operagdo, desde a formacdo da camada de polarizagdo até a estabilizacdo desta e a agdo
hidrodindmica do escoamento tangencial, obtendo o equilibrio do processo e,
consequentemente, o fluxo estaciondrio. O modelo € descrito pela equacdo 3.6 na qual J, e
Jr sdo, respectivamente, os fluxos inicial e final de permeado, A é a taxa de declinio do

fluxo e t € o tempo.

J=J e+ =T p)e ™

Esse modelo apresentou um bom ajuste aos dados experimentais de fluxo em
ultrafiltracao de suco de maca (CONSTENLA e LOZANO, 1997), abacaxi (BARROS et al.,
2004), tamarindo (USHIKUBO;WATANABE; VIOTTO, 2006), caju (BARATO, 2008) e
mamao (SILVA, 2010).

3.2.3.4. Modelo do Filme

A teoria do filme foi um dos modelos iniciais desenvolvidos para membranas
porosas (microfiltragdo, ultrafiltracao, nanofiltracdo e osmose reversa). Este modelo admite
que a regido de escoamento da solucdo a ser filtrada pode ser dividida em duas: a regido

proxima a superficie da membrana de espessura d, constituida por um filme estagnado
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(camada polarizada) e outra de escoamento livre, conforme a Figura 3.10 (CONSTENLA e

LOZANO, 1997; ALVES, 2006).

Curva de concentragdo

} Filme estagnado

Figura 3 10. Representacdao do modelo de filme.

Para se chegar ao modelo, € preciso fazer o balanco de massa, nas condi¢des de
regime estabelecido de transferéncia de massa, ao longo da espessura do filme estagnado.
Tal condig¢do € alcancada quando o transporte convectivo do soluto para a membrana € igual
a soma do fluxo permeado com o fluxo retro difusivo. Integrando-se a equagdo do balanco
de massa, chega-se ao modelo dado pela equacdo 3.7

( C
J=Kn|——2], (3.7
C
Onde:
J = fluxo permeado;
K = coeficiente de transferéncia de massa no filme estagnado
C., = concentracao de soluto no interior do filme, na interface membrana solucao;

C, = concentracao de soluto no seio da solucdo;

C, = concentra¢do de soluto no permeado
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3.3. Concentragao de extratos vegetais

O emprego da tecnologia de membranas no processamento de sucos de frutas
tem ampla utilizacdo na clarificagdo e concentracdo dos sucos. Para essas finalidades, os
processos de separacdo mais empregados sdo a microfiltracdo, a ultrafiltracdo e a osmose
inversa.

Atualmente, devido ao grande apelo dos produtos naturais, a tecnologia de
membranas t€m sido amplamente utilizada para concentragao de extratos vegetais devido a
grande concentracdo de compostos com das propriedades funcionais desses produtos. Diaz-
Reinoso et al. (2011) estudaram a concentragdo por membranas de extratos aquosos de
Castanea sativa e obtiveram 40% de retencdo dos compostos (proteinas e fendlicos)
originando um concentrado rico com alta capacidade antioxidante. Conidi, Cassano e Drioli
(2012) utilizaram nanofiltracdo para recuperacdo de compostos fendlicos de liccores
produzidos a partir de casca de laranja atingindo 70% de retengdo dos flavonoides e 89%
das antocianinas. No caso da concentragdo dos compostos bioativos da polpa de caju
(ARAGAO, 2010) houve retengdo de cerca de 100% dos carotenéides e até 54% dos
taninos.

Além das frutas, o processo de extragdo aliado a concentracdo por membranas
tornou vidvel a producdo de extratos a partir de residuos de outros processos, aproveitando
compostos com propriedades funcionais que estavam sendo subaproveitados. Prudéncio et
al. (2012) produziu um extrato com alta capacidade antioxidante a partir do extrato do
residuo de colheita de mate (Ilex paraguariensis St. Hil.) concentrado por nanofiltracdo a
um FC de 4 e 6. Molnér et al. (2011) concentraram por nanofiltracido o extrato do residuo
de framboesa, obtendo um produto rico em polifendis, flavondides e antocianinas.

No caso dos extratos de propolis, Tylkowski et al. (2011) estudaram a
concentracdo do extrato etandlico em moddulo de bancada chegando a uma retencdo de
aproximadamente 95% dos flavondides e compostos fendlicos, com ocorréncia de baixa
sedimentacdo de particulas na superficie da membrana. Mello (2008) estudou a

concentragdo por ultrafiltracdo, nanofiltracdo e osmose reversa dos extratos etandlico e
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aquoso da propolis, concluindo que a membrana de nanofiltracdo (NF90) foi a melhor em
concentrar os compostos fendlicos e flavondides dos extratos. Além disso, quando os
extratos foram submetidos ao processamento com a membrana seleciona em equipamento
de fluxo tangencial a 20°C e 5,0 bar, foi obtida retencdo de até 99% dos flavondides e 84%
dos compostos fendlicos dos extratos, sendo que os melhores resultados foram obtidos para
o extrato aquoso. Esta tese visou aprofundar os trabalhos anteriores da literatura, avaliando
uma maior faixa de varidveis do processo de nanofiltracdo do extrato aquoso de propolis
aliado a alteracdo de pH durante a extrag@o, analisando-se os principais fatores responsaveis
pela queda de fluxo de permeado durante o processamento, atividade antioxidante e

antimicrobiana e a estabilidade em rela¢do ao tempo e temperatura dos produtos obtidos.
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4. Material e Métodos

4.1. Prépolis

Foi utilizada préopolis verde bruta da regido Sudeste do pais adquirida dos
Apiarios Lambertucci (Rio Claro, SP), proveniente de colméias de abelhas da espécie Apis
mellifera.

Esta propolis € oriunda da espécie vegetal B. dracunculifolia e é a que possui
maior valor para o mercado externo, devido a presenca dos compostos fendlicos édcido
cumadrico, dcido ferralico, kanferol, apigenina e kanferide, sendo que esse ultimo composto
costuma apresentar concentracdes muito superiores as propolis das outras regides do pais.

Toda a propolis utilizada neste trabalho foi adquirida de um mesmo lote, para
minimizar a influéncia da variabilidade quanto ao clima e flora utilizada na sua produgao.
Foi acondicionada sob refrigeracdo a 4°C até ser posteriormente triturada e homogeneizada

para a realizacdo da extracao.

4.2 Preparo dos extratos

A solucdo aquosa de propolis foi preparada pela mistura da propolis bruta
triturada em liquidificador convencional (Marca Walita, 500 W), homogeneizada e pesada
utilizando-se balanca semi-analitica (Marte AM 5500, Sao Paulo, Brasil), com &4gua
deionizada na propor¢do de 15 mL de solvente/g de prépolis bruta (MORENO et al., 2000;
PARK, ALENCAR e AGUIAR, 2002). A essa mistura inicial foi adicionado NaOH 1 M
para modificar o pH do meio de extragdo para 4,3 (amostra controle — sem alteracdo de
pH), 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 sendo que a medig¢ao foi feita utilizando-se pHmetro digital (modelo
pH 300 - Analyser Com. e Ind. Ltda.,Brasil) a 25°C. A mistura foi mantida em temperatura
ambiente, sofrendo agitacdes periddicas e corre¢do do pH durante todos os dias ao longo do

tempo de extracao.
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A variacao do pH em extratos aquosos de prépolis € um processo novo, € por
isso ndo foi possivel considerar o mesmo tempo de extracdo usado em processos
convencionais (7 dias), uma vez que a adi¢do da base pode alterar o tempo 6timo de
extragdo. Assim, tornou-se necessario conhecer o melhor tempo de extragao dos extratos de
propolis preparados com alteracdo de pH . Para tanto, foi feita uma avaliacdo da influéncia
do tempo na extracdo dos compostos de interesse da propolis, quando € feita alteracido do
pH do meio durante o periodo. Fixou-se um periodo de 10 dias de preparacdo, sendo que a
cada 24 horas o pH das solucdes foi corrigido e foram retiradas aliquotas do extrato, em
cada um dos dias de extracdo, para avaliagdo da concentracdo de flavondides e compostos
fendlicos. Em seguida, foi feita uma curva de varia¢do percentual do pH ao longo do tempo
para avaliacdo do consumo da base durante a extracao.

Para a escolha do tempo de extra¢do 6timo considerou-se o tempo minimo em
que ocorreu a maior extragao dos compostos funcionais de interesse, e avaliou-se a curva de
consumo de base ao longo do periodo de extracdo para verificar se a alteracdo na
composi¢do do extrato € proporcional ao consumo de base do sistema.

ApOs o periodo de extracdo, o liquido foi centrifugado (centrifuga Beckman
-Allegra 25-R) a 8800g por 20 minutos a 20°C. O sobrenadante foi separado e mantido sob
refrigeragdo a 4°C até a sua utilizacdo. O extrato foi analisado segundo os teores de
flavonoides, fendlicos totais e atividade antioxidante, de acordo com os itens 4.3.2, 4.33 ¢
4.3.4 respectivamente, para verificacao da influéncia do pH na extracdo dos compostos da
propolis.

Para o célculo do rendimento de extragdo, amostras de 5 mL de cada extrato
foram transferidas para cdpsula de porcelana seca e submetidas a temperatura de 105°C em
estufa por 2 horas e levadas a dessecador at¢é o momento da pesagem. A andlise foi
realizada em triplicata e o rendimento calculado pela razdo entre massa do residuo e a
massa inicial de propolis bruta (FUNARI e FERRO, 2000).

Os extratos com diferentes pHs que apresentaram os melhores resultados para
extracdo de flavondides, compostos fendlicos e para atividade antioxidante foram

submetidos ao processo de concentragdo por nanofiltragao.
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A faixa de pH foi escolhida com base no trabalho de Mello (2008) que verificou
que o pH do extrato aquoso de propolis € fracamente 4cido (entre 4,0 e 5,0) e que ocorreu
uma maior concentracdo de flavonéides e compostos fendlicos no produto obtido em meio
de extracdo com pHs mais bésicos (entre 6,0 e 8,0).

O extrato alcodlico utilizado como padrdo de comparacdo para os extratos
obtidos no processo foi adquirido do Apidrios Lambertucci (Limeira, SP). O laudo do

fornecedor, com as principais caracteristicas da propolis adquirida, encontra-se no anexo A.

4.3. Caracterizagao fisico-quimica dos extratos iniciais

4.3.1. Determinacao da viscosidade e densidade das
solugodes

Para determinagdo da viscosidade dos extratos iniciais, concentrados e
permeados do processo de concentracdo por membranas, foi utilizado viscosimetro de tubo
do tipo Canon Fenske, ilustrado na Figura 4.1, por se tratar do instrumento mais adequado

para medir a viscosidade de fluidos newtonianos que operam sob gravidade.

Figura 4.1. Viscosimetro Canon-Fenske.

Para o célculo da viscosidade utilizou-se a seguinte equagao:
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o =
I
~
~

Onde
u = viscosidade do fluido (Pa.s)

p = densidade do fluido (kg/m?)
K = constante do viscosimetro (m?*/s?)

t = tempo de escoamento (s) através do espaco pré-definido L.

A determinacao da densidade das solucdes foi feita utilizando-se picndmetro de
25 mL, previamente calibrado com dgua destilada a 25°C. Foram medidas as massas dos
picndmetros vazios e posteriormente, com agua destilada. A densidade da 4gua a 25°C foi
considerada 997,08 kg/m’ (PERRY e CHILTON, 1980) e o volume foi calculado pela
relacdo V=m/p , onde m representa a massa de dgua destilada no picndmentro e p sua
densidade. Com os dados do volume do picndmetro, foi medida a massa do picndmetro
tendo-se seu volume completado com as solugdes em estudo e entdo, foi feito o calculo da

densidade.

4.3.2. Determinacgao de flavonodides totais

Essa determinac¢do baseia-se na formagdo de um complexo flavonéide-aluminio,
estivel, que promove um desvio do espectro de absor¢do dos flavondides (efeito
batocrémico). Assim € possivel a determinacdo da quantidade de flavondides, sem a
interferéncia de outras substancias fendlicas, especialmente os dcidos fendlicos
(MARCUCCT et al., 1998, PARK et al., 1998, FUNARI et al., 2006, WOISKY et al., 1996).
A quantificagdo € feita tomando como base uma curva padrdao de quercetina hidratada,
usada como substancia de referéncia, ja que a quercetina € um dos flavonéides comumente
encontrados em plantas. A Figura 4.2 exemplifica a reacdo de formacdo do complexo

flavonoide-aluminio.
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Figura 4.2. Formacao do complexo flavondide-aluminio
(Adaptado de MARCUCCI, 1998)

A metodologia utilizada foi descrita por Park et al. (1995). Em tubos de ensaio
contendo 0,5 mL do extrato de prépolis previamente diluidos na propor¢do de 1:10 foram
adicionados uma solucdo de 0,1 mL de nitrato de aluminio 10%, 0,1 mL de acetato de
potéssio 1mol/L e 4,3 mL de élcool etilico 80%. As amostras foram entdo homogeneizadas
e apos 40 minutos foi feita a leitura em espectrofotdmetro (modelo SQ-2800 UV/VIS,
marca UNICO, United Products & Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) a 415
nm. Para o tubo controle foi utilizado 0,1 mL de 4gua destilada no lugar do nitrato de
aluminio. Para o branco foi utilizada uma solu¢do aquosa de nitrato de aluminio. Para a
construgdo da curva padrao utilizou-se solucdo de quercetina em concentracdes de 1 a 100
Mg/mL e os valores de flavondides totais nas amostras foram expressos em equivalentes de
quercetina (Ug de quercetina/mL de extrato). A curva padrdo preparada com quercetina
encontra-se no Anexo B.

Apesar do método colorimétrico para a determinacdo de flavonodides totais,
através do nitrato de aluminio, ser rapido e pratico, nao € um método extremamente preciso,
j4 que o efeito batocrdomico da absor¢do causado pelo complexo com aluminio nao é
uniforme para todos os flavondides. Isto porque, a formacdo de quelatos entre o aluminio e

os flavondides ocorre de forma diferente, dependendo do composto (MARCUCCI et al.,
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1998, OLDONI, 2007, KOO, 1996). Desta forma, dependendo da composi¢do de

flavonoides os resultados podem ser sub ou super estimados.

4.3.3. Determinacao de substancias fendlicas totais

A determinagdo de polifendis no extrato de prépolis foi feita pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (ALENCAR et al., 2007), que se baseia no principio da
reacdo de redugdo dos 4cidos fosfotiingstico e fosfomolibdico em meio alcalino a 6xidos de
tungsténio e molibdénio pelos compostos fendlicos, formando um complexo de cor azul,
com absor¢ao maxima em 740 nm.

Em tubos de ensaio foram misturados 0,5 mL da solucdo de propolis diluida em
1:10 com 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1:10). Ap6s 5 minutos, foi adicionado
2,0 mL de carbonato de sédio (Na,CO;) a 4%. As amostras foram homogeneizadas e
mantidas em temperatura ambiente, sob o abrigo da luz por 2 horas para posterior leitura
em espectrofotdmetro (modelo SQ-2800 UV/VIS, marca UNICO, United Products &
Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) a 740 nm. Para elaboracdo da curva padrao,
utilizou-se solucdo de acido gélico dissolvido em dgua destilada na concentracdo de 1 a 100
Mg/mL. Os valores de compostos fendlicos totais nas amostras foram expressos como
equivalentes de dcido gdlico (Pg/mL de extrato). A curva padrdo preparada com &cido

gdlico encontra-se no Anexo B.

434. Avaliagcao da atividade antioxidante
4.3.441 Avaliacao da atividade sequestrante de radical
DPPH

A atividade anti-oxidante das solucdes inicial, concentrada e permeada foi

analisada utilizando-se a metodologia descrita por Nagai et al. (2003) e Alencar et al.
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(2007). A medida da atividade sequestrante de radicais livres dos extratos de prépolis foi
determinada utilizando-se 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH). O DPPH € um radical livre
estdvel que aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula
diamagnética e desta forma, ser reduzida na presenca de um antioxidante. Para a avaliacdo
da atividade sequestrante de radicais livres, os extratos da propolis reagiram com o radical
estdvel de DPPH em uma solu¢do de etanol P.A. Merck (99%). Na forma de radical, o
DPPH possui uma absorc¢ao caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apds a redugdo pelo
hidrogénio retirado de um composto antioxidante. Para a andlise, adicionou-se 0,3 mL dos
extratos de prépolis diluidos na propor¢ao de 1:10 em tubos contendo 0,3 mL da soluciao do
radical DPPH (0,5 mmol/L) e 2,4 mL de etanol 99%. Foi feita uma solucao de referéncia na
qual a amostra de prépolis foi substituida por etanol e um tubo branco, sem a adicao de
DPPH. A reducdo do radical de DPPH foi medida através do monitoramento continuo do
declinio da absorbancia a 517 nm, ao abrigo da luz, até valores estdveis de absorcdo. A
atividade anti-radical foi determinada em termos de porcentagem de inibi¢do (PI), a qual é
calculada através da taxa de declinio da absorcdo da solu¢cdo de DPPH com o extrato de

propolis, com a absorcao da solucao controle, de acordo com a equacgdo 4.2.

PI ( inibicdo)=

A(0)-4(1)

Onde:
A(0) = Absorbancia da solugdo referéncia de DPPH-etanol (96%).
A(t) = Absorbancia da solu¢io DPPH-Extrato de propolis apds o tempo t em

minutos.

4.3.4.2. Ensaio FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Os reagentes foram preparados de acordo com o método de Benzie e Strain

(1996). O preparo do reagente FRAP foi feito através da mistura de 25mL de tampdo
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acetato 300mM (pH 3,6) com 2,5mL de solu¢do de TPTZ (2.4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina) 10 mM e 2,5mL de 20mM de solucdo de FeCl;-6H,O (BENZIE e STRAINS,
1996).

Os extratos de propolis foram redissolvidos separadamente em etanol (95%) a
proporcao de 1:10. Aliquotas (100uL) de cada extrato diluido foram misturadas com 3mL
de reagente FRAP recém preparado. Os valores do FRAP sdo obtidos mediante a
comparacdo da mudanca na absorbancia do complexo azul do complexo Fe?-TPTZ a
593nm em extratos diluidos de prépolis contendo concentracdes de ifons de ferro
conhecidos (BENZIE e STRAINS, 1996). Solu¢des aquosas de diferentes concentracdes de
sulfato de ferro (100-1000uM) foram usados para construir a curva padrao e uma solucao de

Trolox 1000g/mL foi utilzada para comparacao dos resultados.

4.3.4.3. Método Tiocianato Férrico (FTC)

As andlises antioxidantes dos diferentes extratos foram realizadas segundo o
sistema do 4cido linoléico descrito por Kizukaki e Nakatani (1993). O método monitora a
habilidade de espécies antioxidantes de interferir na reacdo de radicais livres gerados por
AAPH [2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloreto].

Para a andlise do nivel de oxidacdo foi preparada uma mistura com 1mL de
extrato de propolis diluido na propogdo de 1:10, 2mL de solucdo 2,5% (m/v) de acido
linoléico em etanol; 4 mL de solug¢do tampao fosfato de sédio 0,05M (pH=7,0); e 2mL de
agua destilada para o extrato aquoso, e etanol (99,5 %) para o etanolico.

A oxidagdo foi iniciada pela adicdo de 0,417mL de AAPH 0,1M, e entdo a
solu¢do foi mantida a 37°C ao abrigo da luz por 200min.

Ap6s esse periodo, retirou-se uma aliquota (0,1mL) da solug¢do a qual foi
adicionada a 9,7mL de etanol 75% (v/v) e 0,lmL de tiocianato de amoénio 30% (m/v).
Decorrido 5 minutos, misturou-se também 0,1mL de cloreto ferroso a 0,02M em éacido

cloridrico 3,5 % (v/v).
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A seguir, mediu-se a absorbancia da mistura no primeiro minuto, e apos 25, 50,
75 e 100 minutos a 500 nm em espectrofotdometro modelo SQ-2800 UV/VIS (marca
UNICO, United Products &Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos). A atividade
antioxidante pode ser analisada através da comparacdo das absorbancias com o tempo de
andlise, onde valores mais baixos indicam melhor atividade pois ocorre uma melhor

protecdo do radical AAPH.

4.4. Analise estatistica

Os resultados das andlises foram submetidos a um teste de diferenca de médias
(Teste de Duncan), utilizando-se o software Statistica 8.0 (Statsoft, Tulsa, EUA), para um
nivel de confianca de 95% (p < 0,05).

Para analisar a correlac@o existente entre os compostos fendlicos, flavondides e
a atividade antioxidante foi calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson (r), para um
nivel de confianca de 95% (p < 0,05), usando teste de t de Student. O diagrama de fluxo

exposto na Figura 4.3 detalha as etapas de preparo e avaliagdo dos extratos iniciais.

Otimizac3o do tempo Anilise flavondides,
de extracdo compostos fendlicos e
consumo de base

Preparacao dos extratos em
diferentes pHs

\ 4

v - Densidade
-Viscosidade
_ Flavondides
- Compostos Fendlicos
- Atividade antioxidante

Andlises fisico-quimicas dos
extratos obtidos

Melhores extratos foram
escolhidos para processo de
nanofiltracdo

Figura 4.3. Diagrama de fluxo das etapas de preparacdo e avaliacdo dos extratos iniciais de
propolis
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4.5. Processo de concentragao por nanofiltragcao dos
extratos de propolis

4.51. Membrana e equipamento de filtragao

A membrana utilizada no processo foi a de nanofiltracdo, ja que este tipo de
membrana mostrou-se eficaz no processo de concentracdo da prépolis realizado em
experimentos anteriores, proporcionando a concentragdo do extrato, sem a necessidade de
pressdes tdo altas quanto as membranas de osmose reversa (Mello et al., 2010b). As
membranas de ultrafiltracdo, que necessitam de pressdes ainda mais baixas, apresentam
poros muito grandes, acarretando grande perda de compostos da prépolis para o permeado.
Os experimentos foram realizados em unidade de filtracdo tangencial, sob diferentes
condi¢Oes operacionais, seguindo planejamento experimental descrito no item 4.5.2.

Foi utilizado o equipamento modelo EZ2-375-ECN (GE Osmonics, Minetonka,
EUA). A unidade é composta por um tanque de aco inoxiddvel encamisado com capacidade
para 5 litros, uma bomba centrifuga, um mandmetro e vdlvulas nas linhas de permeado e
retentado. O esquema de funcionamento, e a foto do equipamento estdo apresentados nas

Figuras 4.4 e 4.5, respectivamente.

=15
I

A 7 1- Tanque de 5- Man6metro
=3
3 Alimentacdo
| 2- Bomba de 7- Recirculagdo
2 } deslocamento positivo do retentado
3 e 6- Valvulas de 8- Recirculacdo
Ea— regulagem de pressdo  do permeado
o 4- Médulo de 9- Coleta do
l T nanofiltracao permeado
I -
i S

Figura 4.4. Diagrama esquematico da unidade de filtragdo por membranas
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Figura 4.5. Equipamento de filtrag@o tangencial
(A). Detalhe da membrana utilizada (B).

Para a realizacdo do processo de nanofiltracdo dos extratos de prépolis, foi
utilizada uma membrana em mddulo espiral modelo HL2521TF (GE Osmonics, Minetonka,

EUA) cujas principais caracteristicas estdo descritas na Tabela 4.1:

Tabela 4.1. Principais caracteristicas e parametros de operacdo da membrana

Modelo HL-2521TF
Material Poliamida e Polissulfona
Area 1,2 m?

Massa molar de corte 150 — 300 g/mol
Pressdo médxima de operacgdo 30 bar

Pressdo tipica de operagao 7 bar
Temperatura maxima 50°C
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Faixa de pH durante a operacao 3,0-9,0
Faixa de pH para limpeza 1,0-10,0
Fluxo tipico de operagao 12 - 20 L/(h.m?)

% de retencao de MgSo, partindo-se de solugdo
padrao de MgSO, 2,0 mg/L com pH 75 98%
operando a 7,0 bar, 25°C

O processo de filtragdo tangencial foi realizado em condicdes de temperatura
variando de 23 a 57°C, pressdao variando de 5,3 a 8,7 bar e o pH do extrato usado na
alimentacdo do sistema variou de 4,3 a 7,7. A combinacdo das condicdes foi realizada de
acordo com planejamento experimental descrito no item 4.5.2, avaliando-se em cada ensaio
o teor de flavondides e compostos fendlicos retidos pela membrana e o fluxo de permeado
obtido.

O fluxo de permeado é uma importante medida no processo de filtracdo por
membranas, ja que fluxos muito baixos nas condicdes de processo escolhidas, inviabilizam
o método. As solucdes de prdpolis foram colocadas no tanque encamisado e processadas
em sistema fechado (tanto o produto permeado quanto o concentrado voltam para o tanque
de alimentacdo) por 60 minutos. Amostras do produto permeado foram colhidas em
intervalos de tempo especificos (1, 5, 10, 15, 20, 40, 50 e 60 minutos do inicio do processo)
e o seu volume foi medido para o célculo do fluxo de permeado, de acordo com a equacao
3.1. Cada amostra foi posteriormente analisada segundo teor de flavondides e compostos
fendlicos, para verificar a influéncia do tempo de processamento no teor de compostos
retidos. O tempo de processamento foi estabelecido de acordo com testes prévios do
processo de concentracdo do extrato de prépolis (Mello, 2008).

Para a obtencdo do produto concentrado final, as solucdes foram processadas
em sistema aberto (retirada do permeado durante todo o processamento e recirculagdo da
solucdo concentrada) até que se atingisse um fator de concentracdo do extrato igual a 4,0. O
produto concentrado final e o permeado foram caracterizados de acordo com seu teor de

flavonodides e compostos fendlicos. O diagrama de fluxo apresentado na Figura 4.6 mostra
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como foi realizado o experimento de filtracio tangencial.

Retirada de aliquotas em 1, 5, 10,
15, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos

— Permeado Até 60
minutos

Sistema Fechado

Extratos de Processo de
r . 4’ r
Propolis Concentragdo Apos 60

—  Concentrado +—— minutos Sistema Aberto

l |

Permeado Concentrado

Figura 4.6. Diagrama de Fluxo do processo de filtracdo tangencial.

4.5.2. Planejamento Experimental

O planejamento experimental foi utilizado para estudar os efeitos das varidveis
temperatura, pressdo e pH sobre as respostas teor de flavondides, compostos fendlicos e
fluxo de permeado. Foi realizado um planejamento fatorial completo 23, compostos por 8

pontos fatoriais, 6 axiais (niveis = o) e 3 repeticdes do ponto central (nivel 0), totalizando

17 ensaios, conforme Tabelas 4.2 e 4.3.

Tabela 4.2. Varidveis independentes e valores codificados e reais dos niveis

utilizados no planejamento experimental fatorial 2°.

Niveis
Variaveis Independentes
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Temperatura (°C) 23 30 40 50 57
Pressao (bar) 5,3 6,0 7,0 8,0 8,7
pH 43 5,0 6,0 7,0 7,7
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A otimizac¢do do processo de concentracdo foi realizada através de Metodologia
de Superficie de Resposta (RSM), que permite a predi¢do de modelos. Os modelos foram
avaliados pela Andlise de Varidncia (ANOVA) e pelo conceito de p-valorr ao nivel de
significancia de 10%, através do software Statistica 8.0., de modo a obter os maiores
valores de retencdo de flavondides e compostos fendlicos, aliados a otimizacdo do fluxo de
permeado do processo. O p-valor foi fixado em 10% devido a variabilidade intrinseca as

amostras de origem vegetal.

Tabela 4.3. Ensaios para o planejamento experimental, variando os parametros

temperatura (T), pressao (P) e pH.

Variaveis Independentes

Ensaio Real Codificado

T (°C) P (bar) pH(*) T (°C) P (bar) pH
1 30 6,0 5,0 -1 -1 -1
2 50 6,0 5,0 1 -1 -1
3 30 8,0 5,0 -1 1 -1
4 50 8,0 5,0 1 1 -1
5 30 6,0 7,0 -1 -1 1
6 50 6,0 7,0 1 -1 1
7 30 8,0 7,0 -1 1 1
8 50 8,0 7,0 1 1 1
9 23 7,0 6,0 -1,68 0 0
10 57 7,0 6,0 1,68 0 0
11 40 5,3 6,0 0 -1,68 0
12 40 8,7 6,0 0 1,68 0
13 40 7,0 4,3 0 0 -1,68
14 40 7,0 7,7 0 0 1,68
15 40 7,0 6,0 0 0 0
16 40 7,0 6,0 0 0 0
17 40 7,0 6,0 0 0 0

ApO6s a anélise dos resultados do planejamento experimental, e constru¢do dos
modelos para as varidveis estudadas, foi realizado um experimento de validacdo do
processo nas condi¢des em que se obteve um produto concentrado com maior teor de

flavonoéides e compostos fendlicos.
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4.5.3. Caracterizagao dos produtos do processo de
concentragao

Os concentrados e permeados obtidos apds cada ensaio do processo de
concentragcdo por nanofiltragdo foram caracterizados em relacio a densidade e viscosidade,
seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 4.3.1.

A retencdo de compostos no produto concentrado e a perda dos mesmos para o
permeado do processo foram avaliados por andlise espectrofotométrica de flavondides e
compostos fendlicos realizadas com os métodos descritos no item 4.3.2 e 4.3.3 Os valores
obtidos foram comparados com a composi¢do dos extratos iniciais para a verificacdo da

qualidade do produto.

4.5.4. Validagao do Planejamento Experimental

Foram preparados novos extratos atendendo as condi¢des encontradas na regido
de otimizacdo do planejamento experimental para realiza¢do da validacao do delineamento
composto central rotacional 23. Os produtos do processo foram analisados quanto a
flavondides e compostos fenodlicos e atividade antioxidante descritas nos itens 4.3.2,4.3.3 e
4.3.4 respectivamente, além das andlises por cromatografia liquida de alta efici€éncia
(HPLC), espectrofotomeria na regido UV, cor, atividade antimicrobiana e distribui¢do do

tamanho das particulas conforme metodologias descritas nos itens 4.5.5 a 4.5.9.

4.5.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

As andlises por HPLC foram realizadas de acordo com o método descrito por
Alencar (2002) e Park et al. (2004). Os extratos foram diluidos a 10 JL em 1 mL de
metanol e foram injetados em um cromatégrafo liquido (Dionex Ultimate 3000 - Sunnyvale,

CA, EUA), constituido de uma bomba quaterndria, amostrador automético (Ultimate 3000,
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WPS- 3000 TSL), médulo de aquecimento de coluna (Ultimate 3000, TCC- 3000 SD) e um
detector de arranjo de fotodiodos (Ultimate 3000, DAD- 3000) a 260 nm e uma coluna de
fase reversa C18 (250 x 4,6 mm) com tamanho de particula de SUm (Dionex, Acclaim®
120, 5 pym, 120 A, EUA). A fase mével utilizada é composta de dgua/dcido acético (19:1,
v/v) (solvente A) e metanol (solvente B), com vazdo constante de 1 mL/min. O gradiente
inicia-se com 30% do solvente B, passando a 60% em 45 minutos, 75% em 85 minutos,
90% em 95 minutos, voltando a 30% em 105 minutos. A coluna foi mantida a uma
temperatura constante de 30°C e os cromatogramas foram processados utilizando o
software Cromeleon® 6.8. Foram utilizados os padrdes de crisina, dcido caféico, acido
cumadrico, dcido ferdlico, campferol, rutina, apigenina, dcido trans-cinamico, acacetina,
quercetina, rutina, dcido gélico (Sigma Chemicals, St. Louis, EUA ) e artepilin-C (Wako
Pure Chemicals Industries - Osaka, Japan) para comparaciao das amostras.

Nesta andlise foi adicionada uma amostra denominada “extrato basificado” que
consiste no extrato aquoso em pH 4,3 no qual foi adicionado base até chegar a pH 7,7 apds
o processo de extracdo, ou seja, apds a centrifugacdo do extrato. Esta andlise teve como
objetivo verificar se a adi¢do da base no extrato pronto provoca um efeito de hidrélise nos
compostos bioativos da prépolis que poderia ser responsavel pelo aumento na quantidade de

flavonéides e compostos fendlicos nos extratos alcalinos.

4.5.6. Espectrofotometria na regiao ultravioleta-visivel

A espectrofotometria na regido ultravioleta-visivel € um dos métodos analiticos
mais usados nas determinacdes analiticas em diversas dreas. E aplicada para determinacdes
de compostos organicos e inorganicos, uma vez que cada familia de compostos apresenta
um espectro caracteristico dentro de uma faixa especifica de comprimento de onda. A
absorcdo da regido visivel e ultravioleta depende de diversos fatores como o ndmero e
arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes. Assim, o pico de absor¢ao pode ser

correlacionado com o tipo de ligacdo que existe na espécie que estd sendo estudada
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(SILVERSTEIN, 2006).

O espectro de méaxima absorcdo dos extratos aquosos iniciais € concentrados
foi determinado conforme descrito por Park et al.(1998), na faixa de 200 a 600 nm
utilizando-se espectrofotometro modelo SQ-2800 UV/VIS, marca UNICO, United Products
&Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos. Nesta metodologia, aliquotas de 25 ml de
cada extrato, foram diluidas em 30 ml de etanol 95% e os seus espectros de absor¢do na
regido ultravioleta-visivel foram determinados na faixa de comprimento de onda

determinado.

45.7. Cor

A cor dos produtos obtidos no processo (alimentagdo, concentrado e permeado)
foi analisada por reflectancia, através de colorimetro Ultra Scan Vis 1043 (Hunter Lab,
Reston, EUA), em escala CIELab (L*, a*, b*), na temperatura de 25 °C, utilizando-se
cubeta de vidro com dimensdes externas de 12,5mm x 45,0mm, iluminante D65, angulo
de observacdo de 10° como sistema de referéncia, padrdao de calibracdo branco (White) e
preto (Light trap) do proprio equipamento e as medicdes foram efetuadas sobre anteparo
negro. As medidas foram expressas em termos dos parametros: luminosidade L* (L*=0
preto e L*=100 branco), cromaticidade a* (+a*=vermelho e — a*=verde) e b¥,
(+b*=amarelo e - b*=azul). Com esses parametros, foram avaliadas as coordenadas
cilindricas C* e H*, onde C* define o croma e H* o tom (ou angulo Hue), a partir das

equacgoes 4.3 e 4.4.
C'=\a"+b"

£

H*:arctan(b—*)
a
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O sistema CIELab € baseado na percep¢do apenas das diferencas de cor
observaveis nas coordenadas cilindricas do sistema. Assim, através do software GIMP©
2.6.11 e dos valores de L*, a* e b* obtidos no colorimetro, foram feitos padrdes que
representam a coloragdo composta pela média dos valores lidos na amostra com caréater

apenas ilustrativo. O Apéndice D apresenta os padrdes de coloracdo das amostras.

4.5.8. Determinacgao da atividade antimicrobiana
(Antibiograma) para extratos de prépolis

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras de prépolis foi realizada
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella cholerasuis ATCC 10708,
Aspergillus flavus, Bacillus cereus ATCC 14579, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e
Candida tropicalis de acordo com o método descrito por Benson (1975) e Morgan (1990).
As andlises foram realizadas no LABTERMO - Fundac¢do André Tosello, em Campinas —
SP. Cada cultura foi inoculada em toda a superficie de uma placa de dgar nutriente com
swabs estéreis. Em seguida, discos de papel impregnados com extratos de propolis foram
colocados na superficie do meio de cultura e as placas foram incubadas por uma noite a
37°C. Para a preparacdo dos discos de papel, amostras de 10 uL. de extratos de prépolis
foram aplicados em discos (5 x 1 mm) de papel Whatman n° 3, e em seguida os discos
foram secos a vacuo, a temperatura ambiente, durante toda a noite e depois incubados a 60°
C por 4 horas.

Os discos foram colocados sobre placas de dgar nutriente que sofreram prévia
inoculagdo por espalhamento das culturas microbianas selecionadas. As placas foram entao
inoculadas e incubadas a 37°C por 24 horas e foi feita a medida da atividade antibacteriana

pela formacao do halo inibitério ao redor dos discos contendo o extrato de propolis.
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4.5.9. Determinagao do tamanho de particulas

A determinacao do tamanho de particula foi realizada nos produtos do processo
de concentracio, além do extrato aquoso sem alteracio de pH, extrato alcodlico comercial e
no ‘“extrato basificado”, utilizando a técnica de espalhamento de luz, através de um Laser
Scattering Spectrometer Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino
Unido). As medidas foram realizadas a 25°C, logo apds a homogeneizagdo, utilizando-se
dgua destilada como dispersante para os extratos alcodlicos e etanol 99,5% para o extrato
etandlico. Esse método parte do principio de que o angulo de difracdo do laser €
inversamente proporcional ao tamanho da particula por ele incidida, assim, o tamanho de
particula pode ser calculado com base na intensidade de luz recebida pelo detector. Essa
técnica € rapida, tem boa reprodutibilidade e permite a re-circulacdo da amostra em frente
ao feixe do laser (RAWLE, 2004). Para o cdlculo foi empregada a aproximacdo de
Fraunhofer, que assume que todos os tamanhos de particula espalham a luz com a mesma
eficiéncia e que as particulas analisadas sdo opacas, ndo transmitindo assim a luz incidida
(RAWLE, 2004; AZEMA, 2006).
Para esta andlise também foi incluida a amostra “extrato basificado”, pois
caso ocorresse o processo de hidrélise do extrato, haveria a formacgao de particulas menores

decorrentes desse processo, causando variabilidade em relagcao ao extrato em pH 4,3.

4.5.10. Modelagem matematica

Foi realizada a modelagem matematica com base nos modelos das resisténcias
(item 3.2.3.1) e de Hermia (item 3.2.3.2), ja que levam em consideracdo os diferentes tipos
de mecanismos que influenciam a queda no fluxo de permeado durante o processamento,
podendo-se avaliar a influéncia da incrustagdo e formagao de camada polarizada.

Para o calculo das resisténcias do processo, foram utilizados os valores

experimentais obtidos durante a validacdo do processamento. O fluxo de permeado foi
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calculado conforme a equagdo 3.1, obtendo-se o valor da resisténcia total do processo. Apos
o processo de concentracdo, foi feito um enxague do sistema para remoc¢do parcial das
particulas depositadas na membrana. Entdo foi medido o fluxo com é4gua pura (J’,) da
membrana suja, que define a resisténcia por incrustagao e da camada adsorvida nas mesmas

condi¢des da corrida, conforme a Equacgao 4.5.

AP

Jw=—
L (Rm+Rf)

A resisténcia da membrana limpa (R,) foi calculada através do fluxo de
permeado com &4gua pura (J,) nas condicOes experimentais de cada corrida, segundo a

Equacdo 4.6, onde n,, representa a viscosidade da dgua pura.

A resisténcia gerada pela formacdo da camada polarizada foi calculada através
da diferenca entre a resisténcia total e as resisténcias calculadas.

Apds o conhecimento das resisténcias predominantes no processo de
nanofiltragdo dos extratos aquosos de prépolis, foi utilizada a equacdo 3.5 para ajustar os
pontos experimentais as condicdes estabelecidas pelo modelo de Hermia (1982). A equacio
do modelo pode ser ajustada de acordo com os mecanismos principais responsaveis pela
queda do fluxo de permeado em processos de concentragdo por membranas (DIAZ-
REINOSO et al., 2011). Nos itens 4.5.10.1 a 4.5.10.4 a seguir, 0s mecanismos responsaveis
pela alteracdo no fluxo de permeado estdo descritos com detalhes. A curva da equacdo que
permite um melhor ajuste aos dados experimentais representa o fator predominante no

decaimento do fluxo de permeado.
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4.5.10.1 Modelo do bloqueio completo do poro (n=2)

Neste modelo, considera-se que cada particula em contato com a membrana
participa do seu bloqueio por meio do entupimento dos poros. Neste caso, considera-se n=2

para a Equacdo 3.5 chegando-se na Equacao 4.7.

_kmt
J=J,e "

onde J, € o fluxo inicial (t=0) do permeado e k; € a constante do modelo.

4.5.10.2 Modelo do bloqueio parcial de poros (n=1)

Neste caso, nem todas as particulas da solucdo participam do bloqueio dos
poros. Assim, neste modelo, leva-se em consideracdo a probabilidade de deposi¢do das
particulas na superficie da membrana, assumindo-se n=1. Com esta suposi¢do, a Equacao

3.5 é resolvida para a Equacao 4.8.

-2
J:J0(1+%-KS(A~JO)°’5-t)

onde J, é o fluxo inicial (t=0) do permeado e k, é a constante do modelo e A € a drea de

permeacdo da membrana.

4.5.10.3 Modelo da camada polarizada (n=0)
No modelo da camada polarizada, leva-se em conta a resisténcia proporcionada

pela préopria membrana adicionada da resisténcia resultante da formagdo da torta de

filtracdo (camada polarizada). Assim, chega-se na Equacgado 4.9.
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J=Jy(1+K, A-Jyt)"

onde J, é o fluxo inicial (t=0) do permeado e k, € a constante do modelo e A € a area de

permeacao da membrana.

4.5.10.4 Modelo de bloqueio interno de poros (n=3/2)

Para este modelo assume-se que a adsor¢do de particulas na parede do poro
ocasiona um decréscimo no volume efetivo da membrana, ocasionando um bloqueio interno
da membrana, podendo-se chegar ao limite de J; = 0. Resolvendo a equagdo 3.5 para n =

3/2, encontra-se a Equacao 4.10.

(5h
J=J (142K (4-J ) t) *

onde J, ¢ o fluxo inicial (t=0) do permeado e k. ¢ a constante do modelo e A ¢ a area de

permeac¢do da membrana.

4.5.11. Limpeza da Membrana

Ap6s cada etapa do processamento, foi feito um processo de limpeza CIP
(Clean in Place) na membrana de nanofiltracdo, seguindo instru¢des recomendadas pelo
fabricante (GE Osmonics, Minetonka, EUA) ajustadas ao processo. Apds a retirada de todo
o produto do tanque de alimentac¢do, a limpeza foi realizada seguindo as seguintes etapas:

1. Lavagem manual do tanque de alimentagdo, sem circulaciao de dgua pela
membrana, apenas com a finalidade de remog¢ao do excesso de produto
no tanque de alimentacao;

2. Lavagem da membrana através da utilizagdo de cerca de 15 litros de
dgua para a remog¢ao da camada polarizada da membrana;

3. Recirculacdo de 3 litros de dgua, a temperatura ambiente, através da
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membrana utilizando a mesma pressdo do processamento anterior, por 5
minutos, para remo¢ao dos compostos aderidos a membrana;

4. Logo em seguida, foi passada através da membrana uma solucdo de
dgua e NaOH 0,2% a 30°C por 10 minutos, de acordo com a
recomendacao do fabricante.

5. Novo enxdgue do sistema, com dgua destilada, com descarte do
permeado até a neutralizacdo do pH da dgua, ou seja, até que ndo haja

mais resquicios da solu¢do de limpeza.

Ap6s todo este procedimento, foi medida a permeabilidade hidrdulica da
membrana. A eficiéncia da limpeza pode ser comprovada através da restauracio do fluxo de
permeado inicial, ou seja, antes do processamento dos extratos.

A permeabilidade da membrana a 4dgua pura € denominada permeabilidade
hidrdulica, medida fundamental na caracterizacio de uma membrana. Entretanto, o
comportamento da membrana com a circulagdo de 4gua pura ndo tem relagdo com os
resultados obtidos ao se utilizar solucdes complexas, com diferentes solutos e
macromoléculas presentes. O fluxo de permeado com uma solug¢do real pode chegar a
menos que 5% de fluxo com dgua pura. Apesar disso, a permeabilidade hidraulica
representa o inverso da resisténcia da membrana utilizada e é o parametro de referéncia da
integridade e eficiéncia do processo de limpeza da membrana, garantindo a
reprodutibilidade dos resultados (MULDER, 1991).

O valor da permeabilidade da membrana usada no processamento dos extratos
de prépolis foi determinado através da recirculagdao de dgua deionizada no equipamento de
filtracdo tangencial, medindo-se o fluxo de 4gua permeada, em pressdes variando de 3,0 a
8,0 bar e temperatura constante (30°C). Em seguida, foi construido um gréfico do fluxo de
dgua permeada em relag@o a pressao que foi utilizada como referéncia de comparacao para
os dados obtidos apds os processos de concentragdo e limpeza da membrana. Estipulou-se
que o valor da permeabilidade hidrdulica deveria ser recuperado em pelo menos 90% do

valor inicial para a garantia da eficiéncia de concentragdo da membrana.
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Os dados referentes a regeneracdo da membrana apds os procedimentos de

limpeza encontram-se no Anexo C.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Avaliacdo do tempo de extracdo em amostras com
alteracdo de pH

A primeira parte do trabalho consistiu na determinacdo do tempo 6timo de
extragdo da prépolis submetida a diferentes pHs. A variacdo de pH durante a preparacdo
dos extratos aquosos de propolis foi monitorada por 10 dias (240 horas) e entdo foi medido
o percentual de sua variacdo em relacdo ao pH inicial (4,3). Os resultados estdo expressos

na Figura 5.1.
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Figura 5.1. Variacdo percentual do pH dos extratos em funcio do tempo de extracio (
= )pH 4,3 (—*—)pH 5,0, ( )pH 6,0, (—®— ) pH 7,0 e (—*—) pH 8,0

O extrato aquoso preparado sem modificacdo do meio (pH 4,3), apresentou pH
constante ao longo de todos os dias de extra¢do, enquanto nas amostras preparadas com pH
basico foi necessdria a adicdo de base durante todos os dias de forma a restabelecer o pH
inicial, sendo que a maior variacdo de pH foi observada apds 48 horas de extracdo para

todas as amostras.
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Para avaliar o efeito da variagdo do pH com os compostos extraidos ao longo
dos dias, foi feita andlise de flavondides e compostos fendlicos em aliquotas dos extratos
retiradas em cada dia da extragcdo. Os resultados estdo expressos nas Figuras 5.2 e 5.3 para

flavonodides e compostos fendlicos, respectivamente.
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Figura 5.2. Conteddo de flavondides (*ug /mL extrato) ao longo do tempo de extracdo da
propolis.
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Figura 5.3. Contetido de compostos fendlicos (**g /mL extrato)ao longo do tempo de
extracdo da propolis.
(7 )pH 4,3 (—+—)pH 5,0, ( )pH 6,0, (—=—) pH 7,0 e (—*—) pH 8,0
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O conteudo de flavonodides e compostos fendlicos apresentou aumento ao longo
do tempo de extragdo principalmente até 120 horas (5 dias). Apds este periodo, foi
observada uma tendéncia a estabilizacdo na extracdo destes compostos. Relacionando estes
dados com aqueles observados na Figura 5.1, pode-se observar que enquanto 0s compostos
sdo extraidos da propolis bruta, eles consomem a base presente na solugdo, causando um
decaimento do pH ao longo dos dias. Quando a extragdo tende ao seu mdximo, ha menor
necessidade de ajuste do pH, ocorrendo estabilizacdo na curva de variacdo de pH. Esta
estabilizacao aconteceu por volta do quinto dia de extracdo.

Segundo Krell (1996) a extracdo da propolis pode ser feita entre 3 a 14 dias,
dependendo da concentracdo de etanol e temperatura do processo. Cvek et al. (2007)
estudaram alguns bind6mios de tempo e concentracdo de etanol para realizar a extracdo de
propolis e concluiram que o uso de altas temperaturas e tempo prolongado de extragdo ndo
necessariamente resultam em um aumento da quantidade de compostos extraidos. Eles
obtiveram como a melhor combinacdo de parametros, entre as condicdes estudadas, a
extragdo feita por uma hora, a 25° C, com 80% de etanol como solvente.

Assim, analisando-se os resultados anteriores, fixou-se o periodo de 5 dias (120
horas), sob agitacio manual didria e com correcao do pH ao longo dos dias de extracao

como as condi¢des Gtimas para se fazer a extragdao da prépolis em diferentes pHs.

5.2. Caracterizagado dos extratos iniciais em diferentes pHs

Os extratos preparados com pH 4,3 (extrato sem alteracido do pH), 5,0; 6,0; 7,0 e
8,0 foram submetidos as andlises de densidade, viscosidade, conteddo de flavonodides e
compostos fendlicos e atividade antioxidante para avaliacdo do efeito da alteracdo de pH
nessas caracteristicas dos extratos. Os dados foram analisados estatisticamente por Teste de
Duncan, sendo que as amostras que apresentaram diferenca estatistica entre si estdo

representadas com letras diferentes em cada coluna.
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Tabela 5.1. Densidade e viscosidade dos extratos obtidos em diferentes pHs

Densidade (kg/m®) Viscosidade (kg/m.s)
pH 4,3 1002,3 £ 0,6 (a) (10,15+ 0,06)10™ (a)
pH 5,0 1001,8 £ 0,5 (a) (10,07 £ 0,02)10" (a)
pH 6,0 1000,9 £ 0,4 (a) (10,07 £ 0,02)10* (a)
pH 7.0 1017,5 £ 1,9 (b) (13,05 £ 0,02)10“ (b)
pH 8,0 10479 £ 1,3 (¢) (28,19 £ 0,11)10™ (¢)
Extrato 4
alcoslico 882,1 £ 0,8 (d) (22,71 £0,01)10" (d)

Valores representam média + desvio padrdo (n=3)
Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca significativa considerando 95% de confianga

A Tabela 5.1 mostra os resultados obtidos para a densidade e a viscosidade dos
extratos, onde se pode ver que a densidade e viscosidade dos extratos obtidos em diferentes
pHs decrescem ao se aumentar o pH da extracdo até 6,0, porém sem ocorrer diferenca
significativa entre as amostras. A partir do pH 7,0 os valores obtidos para densidade e
viscosidade comecam a aumentar, podendo ser uma evidéncia da maior extracdo de
compostos fendlicos e flavonodides. Estes compostos possuem maior massa molar que o
solvente, ocasionando um aumento na densidade da solucdo. Além disso, em valores
elevados de pH, pode ocorrer também a extracdo de ceras, como ocorre no extrato
alcodlico. No entanto, até o pH 7,0 os valores de viscosidade ndo sdo muito elevados a
ponto de influir no processamento com membranas. J4 para pHs mais alcalinos (pH 8,0), a
viscosidade aumenta consideravelmente, cerca de 180% em relacdo ao extrato sem
alteracdo.

Apds esta andlise, os extratos foram submetidos a avaliagdo do teor de
flavondides e compostos fendlicos. Para estas andlises foi necessdria a construcdo de
curvas-padrao de quercetina e de dcido gdlico, representadas no Anexo B.

Os resultados obtidos para teor de flavondides e compostos fendlicos
representados na Tabela 5.2 apresentaram comportamento semelhante aos dados obtidos
anteriormente, relacionados a densidade e viscosidade. As amostras com pH acima de 7,0
apresentaram diferenca significativa em rela¢do as amostras de pH mais baixo, enquanto as

amostras com pH 4,3, 5,0 e 6,0 ndo apresentaram diferenca entre si em relacdo a extracao
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dos compostos de interesse. O extrato com pH 8,0 apresentou um aumento de cerca de 40%
na concentracdo de compostos fendlicos enquanto a extracao de flavonodides foi ainda maior
em pH alcalino, chegando a um aumento de cerca de seis vezes em relacdo ao extrato

padrdo, sem alteracdo de pH.

Tabela 5.2. Teor de flavondides e compostos fendlicos dos extratos obtidos para

extratos aquosos em diferentes pHs

Rendimento Teor flavondides * Teor polifendis**

extracao (%)

pH43 1842 = 127% (a) 20.93 % 1.26 (a) 102,37 £1.75 (a)
pH50 2244 +135% (a) 21,52 +0.37 (a) 102,70 = 0,11 (a)
pH6,0 24,64 +2,01% (ab) 25.87 0,69 (a) 103,32 + 2,09 (a)
pH7,0 29,10 + 1,07% (b) 60,99 + 3.98 (b) 120,94 % 1,46 (b)
pH80 3729 +1,12% (b) 89,14 + 0,81 (c) 138.45 + 2.37 (c)
Extrato 41 37 4 1119 (o) 89.35 + 0,38 (d) 148,37 + 0,98 (d)

alcodlico

Valores representam média + desvio padrdo (n=3)

Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca significativa considerando 95% de confianga
* Expressos em equivalentes de quercetina (Jlg/mL extrato)

**Expressos em equivalentes de dcido galico (Mg/mL extrato))

Estes resultados mostram que no caso da propolis, um solvente com pH mais
alcalino extrai mais flavondides e compostos fendlicos do que sem variacdo do pH,
possivelmente devido a um aumento da hidrofilicidade dos flavonodides apds a reagdo com o
grupo hidroxila da base (TANIGUSHI e GUENGERICH, 2012). Harbourne et al. (2009)
estudaram o efeito do pH na extracdo de fendis totais de ulmaria (Ulmaria filipendula L.)
utilizando 4gua como solvente e verificaram que o aumento do pH de 3,9 a 6,4 possibilitou
uma extragdo de fendis 33% superior. Por outro lado, Yoshida et al. (1999) estudaram a
eficiéncia da extracdo do catequinas de ché verde, um composto da familia dos polifendis, e
observaram uma diminui¢do na eficiéncia de extracdo quando o pH foi aumentado,
atingindo uma extra¢do 30% menor em pH 6,0 e 15% menor em pH 7,6 quando comparada
a extracdo sem alteracdo do pH. Observa-se a partir da comparacdo com os dados da

literatura que o efeito do pH na extracdo dos compostos fendlicos em materiais vegetais nao
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segue uma mesma tendéncia, ou seja, depende da interacio destes compostos com 0s outros

componentes da matéria-prima.

5.2.1. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi testada pelo método FRAP, DPPH e
FTC. Os testes também foram realizados para o extrato alcodlico comercial para

comparac¢do dos resultados. Os valores de atividade anti-oxidante pelo método FRAP estio

listadas na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Atividade antioxidante de extratos de propolis

pH FRAP*
4,3 180,95+ 7,41 (a)
5,0 304,76 + 27,41 (b)
6,0 385,71 +£22,22 (b)
7,0 504,76 + 60,63 (c)
8,0 1038,09 + 51,85 (d)
4,3 alcodlico 2078,57 £ 14,56 (e)
Trolox 1000 ug/mL 2068,78 £ 97,11 (e)

Valores representam média + desvio padrdo (n=3)
Letras diferentes na mesma coluna significam diferenca significativa considerando 95% de
confianca

* Expressos em equivalentes de sulfato ferroso (umol/mL extrato)

Os dados obtidos demonstraram que o extrato alcodlico possui a maior
atividade antioxidante dentre as amostras analisadas, sendo que ndo apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao Trolox na concentragdo de 1000 ug/mL. Houve um aumento na
atividade conforme aumentou-se o pH de extracdo da prépolis, podendo correlacionar-se
com o aumento na concentracao de compostos funcionais da propolis nestes pHs. O extrato

aquoso em pH 8,0 foi o que apresentou o melhor resultado dentre as amostras preparadas
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com este solvente, mas ainda apresentou apenas cerca de 50% da atividade obtida para o

extrato alcodlico de prépolis comercial.

Foi utilizada a metodologia descrita no item 4.3.4.1 para a avaliacdo do extrato
de prépolis pelo método do DPPH, no qual a absorbancia das amostras foi lida ap6s 40
minutos de reagdo e comparadas com a absorbdncia obtida pelo controle no mesmo
intervalo de tempo. Para avaliacdo dos resultados, foi feita a analise utilizando-se também
acido ascorbico, que é um composto de reconhecida atividade antioxidante. Os resultados

estdo indicados na Figura 5.4.

100 -

5

80
70
G0

30 4
20 4
10 1

DPPH (")
=

pH 6,0

Extratos AQuosos

Figura 5.4. Atividade antioxidante de extratos de propolis pelo método DPPH.

(E1 ) extrato alcodlico, ( & ) extrato aquoso e ( [l) controle positivo, onde C= 4cido ascérbico 0,1 mM e

C1= 4cido ascorbico 1.0 mM. Média representa média + desvio padrdo (n=3).

A andlise por DPPH mostrou tendéncia similar ao método FRAP, ou seja, a
atividade antioxidante dos extratos aquosos aumentou em conjunto com o aumento de pH
das amostras e extrato alcodlico com maior atividade que os extratos aquosos, chegando a
ser proporcional ao dcido ascorbico a 1,0 mM. As atividades dos extratos em pH 7,0 e 8,0

N

foram similares, demonstrando uma variacio em relacdo a metodologia anterior. O
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mecanismo de reacdo € diferente em cada um dos métodos, dessa forma, os compostos
presentes na propolis em pH 8,0 mostraram-se mais reativos na reacdo de reducdo do ion
férrico que na protecdo oxidativa do radical DPPH. A atividade antioxidante medida pelo
método FTC apresentou comportamento similar aqueles do método FRAP. Para esta
andlise, foi utilizada a metodologia descrita no item 4.3.4.3. Foi realizada a medicdo da
absorbancia das amostras com o tempo de reacdo, comparando-se com um padrio
preparado sem a adicao de amostras. A melhor atividade antioxidante ocorre com o menor

crescimento da absorbancia ao longo do tempo. Os resultados estdo expressos na Figura
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Figura 5.5. Atividade anti-oxidante de extratos de prépolis pelo método FTC.
(T )pH 4.3 (—+—)pH 5.0, ( )pH 6,0, (—=—) pH 7,0, (—*—) pH 8,0 e ( )
extrato alcodlico.

A atividade antioxidante dos extratos de propolis tém sido estudada, utilizando
varios métodos diferentes. Mohammadzadeh et al. (2007) testaram o método FRAP no
extrato etandlico de propolis iraniana colhida de diferentes regides do pais; todas as
amostras apresentaram atividade antioxidante entre 236 e 1649 pmol/mL de extrato de

propolis, sendo diretamente proporcional ao conteido de polifendis encontrado nos
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extratos. Kalogeropoulus et al. (2009) trabalharam com extratos alcodlicos de propolis
provenientes de diversas regides da Grécia e relacionaram a atividade antioxidante medida
através dos métodos DPPH e FRAP com os principais constituintes da prépolis, verificando
que a atividade por ambos os métodos é diretamente influenciada pelos 4dcidos fendlicos e
flavonéides da prépolis como o 4cido ferdlico, e as antroquinonas. Nagai et al. (2003)
estudaram os extratos aquosos de propolis, sem alteracdo de pH, testando sua atividade
antioxidante através do método por DPPH e concluiram que o efeito da prépolis é
proporcional a sua concentragdo na amostra, chegando a uma atividade relativa de 43,5%
com amostra preparada utilizando-se 100 mg de propolis para cada 1 mL de dgua destilada.

Neste trabalho, verificou-se que as amostras aquosas em pH 5,0, 7,0 e 8,0 e o
extrato alcodlico apresentaram atividade antioxidante, medida através do método DPPH,
entre a atividade equivalente de solugdes padrdao de dcido ascérbico nas concentragdes de
0,1 e 1,0 mmol. O 4cido ascorbico € um conhecido antioxidante utilizado em alimentos, que
poderia ser substituido por extratos de prépolis nas devidas concentracdes, levando-se em
consideragdo as diferentes caracteristicas de cor, sabor residual, densidade, acidez, etc. A
atividade antioxidante também se mostrou crescente com o aumento do pH utilizado
durante a extracdo da propolis. Isso pode ser relacionado ao maior teor de flavondides e
compostos fendlicos extraidos quando a base foi adicionada durante a extragdo.

Com o objetivo de relacionar a atividade antioxidante medida pelos trés
métodos (DPPH, FRAP e FTC) com o contetido de flavonéides e compostos fendlicos dos
extratos de propolis, foi realizada andlise estatistica da correlacio de Pearson. Os

resultados estdo expressos na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4. Coeficiente de correlagdo de Pearson para atividade antioxidante,

polifendis e flavondides em extrato aquoso de prépolis

Flavonoides Polifenois DPPH FRAP
Polifenois 0,97

DPPH 0,08™ 0,24™
FRAP 0,93" 0,97" 0,44™
FTC -0,75™ -0,817 -0,517 -0,86 "

™= njo significante, "= significante a p<0,05 ¢ = significante a p<0,10.
Correlagdo feita entre as cinco amostras com diferentes pHs para extrato aquoso.

A correlacdo de Pearson mostrou que existe uma influéncia positiva entre
polifendis e flavondides com a atividade antioxidante. Particularmente, os compostos
fendlicos eos flavonodides demostraram uma maior interacdo com o método FRAP, seguido
pelo método do FTC (a correlagdo negativa entre eles indica que quanto maior o contetido
de flavondides, menor o valor de FTC, ou seja, maior a atividade pelo método). Entre os
métodos de atividade antioxidante, o FTC e o FRAP apresentaram melhor correlacao,
demonstrando que predizem o mesmo comportamento de atividade para as amostras. O
método do DPPH ndo demonstrou boa correlacdo com o teor de flavondides e compostos
fendlicos dos extratos de prépolis. Dawidowicz, Wianowska e Olszowy (2012) relataram
que o método do radical DPPH € muito sensivel a variagdes do pH do meio e ao contetido
de dgua da amostra, podendo ocasionar variagdes na cinética de reacdo do radical.

A influéncia dos polifendis na atividade antioxidante tem sido relatada por
diversos autores. Miguel et al. (2010) obtiveram correlacdo negativa entre fendis, flavonas,
flavondis e atividade antioxidante em extratos de propolis portuguesa. Thaipong et al.
(2006) obtiveram correlacdo positiva entre polifendis e método FRAP em suco de goiaba.
Gardner et al (2000) relataram o mesmo comportamento em sucos de laranja, abacaxi,
maca e grapefruit. Gil et al. (2002) obtiveram alta correlacdo entre o teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante medida pelos métodos DPPH (0,89) e FRAP (0,98) para

nectarinas e péssegos. Os compostos fendlicos sdo conhecidos por sua caracteristica de
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antioxidantes hidrofilicos, assim, a alta concentracdo destes compostos nos extratos de
propolis estudados pode explicar a correlagdo existente entre eles e a atividade antioxidante
obtida pelos diversos métodos. A estrutura de cada composto ird determinar 0 mecanismo
preferencial de reacdo diante dos diferentes métodos de determinagcdo da atividade

antioxidante (THAIPONG et al., 2006).

5.3. Processo de concentragdo

5.3.1. Selecao das melhores condi¢gdes operacionais

O delineamento composto central rotacional (DCCR) 23, incluindo 6 pontos
axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17 ensaios teve como objetivo avaliar os efeitos das
varidveis pH do extrato de alimentacdo, pressdo e temperatura de processo sobre o fluxo de
permeado e teor de compostos fendlicos e flavondides no produto concentrado. Os
coeficientes de regressdo estimados representam quanto cada varidvel independente
influencia em cada resposta estudada, sendo que um coeficiente positivo indica que o
aumento no valor da varidvel resulta em aumento na resposta e um coeficiente negativo
indica o oposto, isto €, aumentando o valor da varidvel, a resposta diminui. O p-valor esta
relacionado ao nivel de significancia da varidvel independente sobre a resposta em estudo.
Para os delineamentos compostos centrais rotacionais realizados, o nivel de significancia foi
fixado em 10%. Uma varidvel independente, cujo p-valor foi menor que 0,10 e cuja andlise
de variancia apresentou Fcuado maior que Fopeudo € R%2 > 75%, foi considerada significativa e
seu coeficiente de regressao integrou o modelo para predi¢cao da varidvel dependente em
estudo. A Tabela 5.5 apresenta os valores das respostas obtidas segundo o delineamento

composto central rotacional 2° descrito no item 4.5.2
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Tabela 5.5. Respostas obtidas para os ensaios do delineamento composto central

rotacional 23, considerando-se os compostos presentes no produto concentrado.

Ensaios T (°C) P (bar) pH Flavonoides Compostos Fluxo
* Fenolicos ** Estabilizad
o (L/h.m?)

1 30(-1) 6,0 (1) 0(-1) 23,63+£227 90,85+245 2580

2 50 (+1) 6,0 (-1) 0(1) 1059175 8927 +148 49,50

3 30 (-1) 8,0 (+1) 50( 1) 12,69+1,19 9217+216 40,50

4 50 (+1) 8,0 (+1) 0(-1) 7,17+147 8826+156 70,50

5 30(-1)  60(1) 70 (+1) 15,66+ 1,05 127,59 + 24,30
1,76

6 50 (+1)  6,0(1) 7.0(+1) 954+095 7848+142 43,80

7 30 (-1) 0(+1)  7,0(+1) 962£092  10510¢ 36,00
2,26

50 (+1) 8,0 (+1)  7,0(+1) 2744097 7355+1,17 61,20

9  23(-168) 7,0(0) 0(0) 30,17 +4,64 8957142 2550

10 57(+1,68) 7,0(0) 0(0) 4,16+095 70,47+087 66,60

11 40 (0) 53(-1,68) 6,0(0) 27,52+285 8485+1,62 36,00

12 (0) 87(+1,68) 60(0) 669+1,18 8517+1,26 57,90

13 0 (0) 70(0) 43(1,68) 21,33+£1,96 72,63 +0,99 27,30

14 0 (0) 70(0) 7,7 (+1,68) 21,91+1,54 12947 + 32,10
2,16

15 40 (0) 70(0)  60(0) 1143+102 8340+224 49,20

16 40 (0) 70(0)  6,0(0) 1518+1,37 84,21+312 48,90

17 40 (0) 70(0)  6,0(0) 1627+1,95 83,36+210 51,30

* Expressos em equivalentes de quercetina (Jlg/mL extrato)
**Expressos em equivalentes de dcido gélico (Jlg/mL extrato)

Com os dados obtidos nos 17 ensaios do planejamento experimental, pode-se
perceber a influéncia da temperatura e da pressdao no fluxo de permeado de extratos de
prépolis em pH 5,0. Aumentando a temperatura de processamento em 20°C (30-50°C) foi
provocado um aumento de 92% no fluxo de permeado quando submetido a pressao de 6,0

bar e aumento de 78% a 8,0 bar. Por esse mesmo tipo de andlise, aumentando a pressdo em
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2 bar (6,0 — 8,0 bar), houve um aumento de 50% no fluxo de permeado a 30°C e 40% a
50°C.

Analisando os dados obtidos nos ensaios 15, 16 e 17, pode-se verificar uma boa
reprodutibilidade do processo ja que representam os resultados para o ponto central do
planejamento (condicdo de processo: 40°C, 7,0 bar e pH 6,0).

De modo geral houve uma baixa concentracdo dos compostos de interesse no
produto permeado do processo de concentracdo (para todos os ensaios os valores foram
proximos de zero, por isso os mesmo ndo foram apresentados na tabela), sendo que as
maiores concentracoes de flavondides e compostos fendlicos ocorreram nos ensaios em que
se utilizou a solu¢do de alimentagdo com pH 6,0, com exce¢ao do ensaio 10 (57°C, 7,0 bar e
pH 6,0). Neste ensaio, percebeu-se uma menor concentragdo dos compostos funcionais, ja
que foi utilizada a temperatura de 57°C durante o processo de concentragdo. Tanto o
produto permeado quanto o concentrado tiveram baixa concentragdo dos compostos. Assim,
nao houve maior perda para o permeado, mas provavelmente uma degradacdo destes
relacionada a alta temperatura de processamento. Os coeficientes de regressdo para a
resposta teor de flavonoides sdo apresentados na Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Coeficientes de regressao e significincia das varidveis temperatura,

pressdo e pH sobre a resposta teor de flavonéides no produto concentrado.

Coeficientes Erro

Variaveis de Regressio Padrao U7 p-valor
Média 14,77 3,69 3,99 <0,01
Temperatura (L) -11,03 3,47 -3,17 0,01
Temperatura (Q) -1,27 3,81 -0,33 0,75
Pressao (L) -9,11 3,47 -2,62 0,03
Pressao (Q) -1,31 3,81 -0,34 0,74
pH (L) -2,27 3,47 -0,65 0,53
pH(Q) 1,87 3,81 0,49 0,63
Temperatura (L) x Pressao (L) 1,69 4,53 0,37 0,72
Temperatura (L) x pH (L) 1,39 4,53 0,30 0,76
Pressdo (L) x pH (L) 0,38 4,53 0,08 0,93

Variaveis em negrito = significativo para p < 0,05
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Observou-se que o parametro temperatura linear e pressdo linear foram
estatisticamente significativos sobre o teor de flavondides (p < 0,05) presentes no extrato de
propolis concentrado. Verificou-se que o aumento da temperatura e da pressio resultaram
em extratos com menores concentragdes de flavondides dentre as condi¢des estudadas. O
aumento da temperatura pode degradar os compostos funcionais do extrato, enquanto o
aumento da pressd@o pode aumentar a retengdo dos compostos na superficie da membrana
que ndo seriam detectados nos produtos do processo ou aumentar a perda desses compostos
para o permeado.

Foi realizada a andlise de varidancia ANOVA (p < 0,05), levando em conta
apenas os parametros estatisticamente significativos para o teor de flavondides, apresentada
na Tabela 5.7. Os demais parametros foram eliminados do modelo e adicionados aos
residuos (falta de ajuste). Porém, ndo foi possivel descrever os resultados através de
superficie de resposta devido a falta de um modelo adequado, pois o coeficiente de

determinacgio R? foi inferior a 75%.

Tabela 5.7. Andlise de variancia para a resposta teor de flavondides no produto

concentrado.
Soma Graus de Média
F iaca F
onte de Variacao Quadritica Liberdade Quadratica ™% (abelado
Regressao 698.8 2 349,40 14,28 3,26
Residuos 342.46 14 24.46
Falta de Ajuste 329,6 12 27,46 4,26 19,4
Erro Puro 12,9 2 6,44
Total 1041,3 16 65,08

R*=67%

No caso do teor de compostos fendlicos presentes no extrato concentrado,
verificou-se que as varidveis temperatura linear, pH linear e a interacdo entre temperatura e
pH foram estatisticamente significativos (p < 0,10) a essa resposta, conforme os resultados

expressos na Tabela 5.8.
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Tabela 5.8. Coeficientes de regressao e significincia das varidveis temperatura,

pressdao e pH sobre a resposta teor de compostos fendélicos no produto

concentrado.
e Coeficientes Erro
Variaveis de Regressao  Padrao U7 p-valor
Média 83,39 6,42 12,98 <0,01
Temperatura (L) -17,32 6,03 -2,87 0,02
Temperatura (Q) -0,72 6,63 -0,10 0,91
Pressao (L) -3,89 6,03 -0,64 0,53
Pressido (Q) 2,80 6,63 0,42 0,68
pH (L) 17,54 6,03 2,90 0,02
pH(Q) 14,14 6,63 2,13 0,07
Temperatura (L) x Pressao (L) 3,80 7,87 0,48 0,64
Temperatura (L) x pH (L) -18,79 7,87 -2,38 0,05
Pressao (L) x pH (L) -6,93 7,87 -0,87 0,41

Variaveis em negrito = significativo para p < 0,05

Os coeficientes de regressao foram recalculados considerando apenas os termos
estatisticamente significativos. Os parametros nao significativos foram eliminados do
modelo e adicionados aos residuos (falta de ajuste). A andlise de variancia ANOVA (p
<0,05) para a resposta teor de compostos fendlicos foi realizada e estd apresentada na

Tabela 5.9.
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Tabela 5.9. Anélise de variancia para a resposta teor de compostos fenolicos no

produto concentrado.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média alculad Fbelaa
Quadratica Liberdade Quadritica calefado abetado
Regressao 4588,99 2 2290,49 36,65 3,26
Residuos 876,41 14 62,60
Falta de Ajuste 868,85 12 72,40 19,15 19,4
Erro Puro 7,56 2 3,78
Total 5465.,4 16 341,58

R*=81%

O coeficiente de determinagdo para o teor de compostos fendlicos foi igual a
81% e o modelo foi significativo ao nivel de 95% de confianca. A falta de ajuste ndo foi
significativa no mesmo nivel de confianga (Fycutado menor que 0 Fiperago), mostrando que o
modelo é preditivo. O modelo codificado proposto para descrever o conteido de polifendis

em extratos aquosos concentrados de prépolis, € descrito pela Equagado 5.1.

Compostos Fenolicos=84,41—17,32-T+17,54- pH +13,67- sz— 18,79-T-pH (5.1)

Com o modelo com bom ajuste foi possivel gerar superficies de resposta para
avaliar a interacdo entre as varidveis independentes (pressdo, temperatura e pH) sobre o teor
de compostos fendlicos nos extratos, sendo que em cada uma das superficies uma das

varidveis foi fixada no ponto central, conforme mostra a Figura 5.6.
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(a) e (b) pressdo e temperatura, (c) e (d) pH e pressao, (e) e (f) pH e temperatura.
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*Expressos em equivalentes de 4dcido galico (ug/mL extrato)

A Figura 5.6(a) relaciona a temperatura e a pressdo com o conteido de
compostos fendlicos no extrato aquoso de prépolis. Pode-se observar que o aumento da
temperatura provoca uma queda no teor de compostos fendlicos no produto concentrado,
enquanto a variagdo de pressdo ndo alterou a sua composi¢cdo. Akowuah et al. (2009)
relataram comportamento similar em relacdo aos polifendis em extratos de folhas de
Gynura procumbens, ocorrendo diminuicdo na concentracdo desses compostos quando
extraidos em temperaturas na faixa dos 60°C, sugerindo a sua degradacao.

O efeito do pH e da pressdo sobre os compostos fendlicos esta representado na
Figura 5.6(c). O aumento do pH no extrato usado na alimenta¢@o do sistema propiciou um
produto com maior quantidade de compostos fendlicos. Esse comportamento ja era
esperado uma vez que a alteragdo do pH na producdo do extrato aquoso produziu um
extrato inicial com maior teor destes compostos que sdo retidos pela membrana, gerando
um concentrado com maior teor de compostos funcionais.

Na Figura 5.6(e) estdo relacionadas as varidveis temperatura e pH com os
compostos fendlicos do concentrado. Os dados mostram que a melhor condicdo para alta
concentracdo de fendlicos ocorre em baixas temperaturas (entre 23 e 50°C) e pHs altos (até
7,7). Como a pressdo ndo alterou a composi¢ao do produto final, considerou-se que as
variaveis Otimas para a resposta “‘compostos fendlicos” foram a temperatura na faixa de 23 a

35°C, pH entre 6,5 e 7,7 em toda a faixa de pressao.

O mesmo tipo de andlise foi realizado para a terceira varidvel dependente do
planejamento experimental — fluxo de permeado. O fluxo foi calculado conforme a equacao
3.1, em sistema fechado apdés 60 minutos de processo. A Tabela 5.10 apresenta os

coeficientes de regressao para a resposta fluxo de permeado.
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Tabela 5.10. Coeficientes de regressao e significancia das varidveis temperatura,

pressdo e pH sobre a resposta fluxo de permeado.

Coeficientes Erro
Variaveis de i Padrio t(7) p-valor
Regressao
Média 49,57 2,26 21,97 <0,01
Temperatura (L) 12,27 1,06 11,58 <0,01
Temperatura (Q) -0,53 1,17 -0,45 0,66
Pressao (L) 7,44 1,06 7,02 <0,01
Pressao (Q) -0,21 1,17 -0,18 0,86
pH (L) -0,95 1,06 -0,89 0,40
pH(Q) -6,31 1,17 -5,41 <0,01
;l“gnperatura (L) x Pressao 1,50 1.38 1.08 031
Temperatura (L) x pH (L) -1,13 1,38 -0,81 0,44
Pressdo (L) x pH (L) -0,83 1,38 -0,60 0,57

Variaveis em negrito = significativo para p < 0,05

Os coeficientes de regressao foram recalculados considerando apenas os termos
estatisticamente significativos. Os paradmetros nao significativos foram eliminados do
modelo e adicionados aos residuos (falta de ajuste). A andlise de variancia ANOVA (p

<0,05) para a resposta fluxo de permeado foi realizada e estd apresentada na Tabela 5.11.

Tabela 5.11. Andlise de variancia para a resposta fluxo de permeado.

Fonte de Variacio Soma Graus de Média " Fop
Quadratica Liberdade Quadritica caietade apelad
Regressao 3302,53 2 1651,26 147,87 3,26
Residuos 156,34 14 11,17
Falta de Ajuste 152,92 12 12,74 7,45 19,4
Erro Puro 3,42 2 1,71
Total 3458,87 16 216,18

R*=95%
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O coeficiente de determinacdo para o fluxo de permeado foi igual a 95% e o
modelo foi significativo ao nivel de 95% de confianca. A falta de ajuste ndo foi
significativa no mesmo nivel de confianga (Fyculado menor que o Fiperaao), mostrando que o
modelo € preditivo. O modelo codificado proposto para descrever o fluxo de permeado de

extratos aquosos de prépolis, € descrito pela Equagdo 5.2.

Fluxo de Permeado=48,84+24,53-T +14,88-P—12,28: sz

Através do modelo com bom ajuste, foi possivel gerar superficies de resposta
para avaliar a interacdo entre as varidveis independentes (pressdo, temperatura e pH) sobre
o fluxo de permeado do processo, sendo que em cada uma das superficies uma das

varidveis foi fixada no ponto central, conforme mostra a Figura 5.7.
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Figura 5.7. Superficies de resposta e curvas de contorno para a resposta fluxo de permeado.
(a) e (b) pressao e pH, (c) e (d) temperatura e pressao, (e) e (f) pH e temperatura.
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A Figura 5.7(a) representa o valor do fluxo de permeado variando com a
pressdo do processo e o pH da solugdo de alimentagdo. Percebe-se que os maiores valores
de fluxo acontecem com pressao mais alta e com pH entre 5,0 e 7,0. O aumento do fluxo
proporcional ao aumento de pressdao € uma resposta esperada, uma vez que a pressao gerada
no sistema € a principal forca motriz do processo, responsdvel pela passagem do fluido
através da membrana. Os extratos na faixa de pH entre 5,0 e 7,0 foram os que apresentaram
menor viscosidade (Tabela 5.1), e por isso tem a passagem facilitada através da membrana,
gerando um maior fluxo de permeado.

O fluxo foi diretamente proporcional ao aumento de temperatura (Figura 5.7(c))
uma vez que esta grandeza estd relacionada com a viscosidade da solu¢@o, diminuida com o
aumento da temperatura, tornando mais fécil a passagem da solugdo pelo sistema. A Figura
5.7(e) permite a escolha das melhores faixas de processamento, considerando a resposta
fluxo de permeado e que a pressdo € diretamente proporcional a resposta dentro do
intervalo estudado. Assim sendo, a faixa 6tima de pH esta entre 5,0 e 7,0 e de temperatura

entre 40 e 57°C para a resposta fluxo de permeado.

5.4. Validagao dos resultados do planejamento experimental

Baseando-se nos resultados obtidos nos ensaios realizados para o delineamento
composto central rotacional, foi possivel escolher as melhores condi¢des de temperatura,
pressdo e pH da solucdo de alimentacao para o processo de concentragdo do extrato aquoso
de prépolis considerando-se a composicdo do concentrado em relacdo a flavondides e
compostos fendlicos e ao fluxo de permeado, durante o processamento.

A escolha dessas condicdes foi feita avaliando-se as superficies de resposta
geradas pelo planejamento experimental (Figuras 5.6(a) a (f)) para a resposta compostos
fendlicos e as Figuras 5.7(a) a (f) para a resposta fluxo de permeado, além da anélise de
todos os valores obtidos para as varidveis dependentes em todos os ensaios (Tabela 5.5),

para que fossem consideradas as respostas para as quais ndo foi possivel a elaboragao de
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modelo. A temperatura foi fixada em 30°C, para garantir que ndo ocorra a degradacdo dos
compostos fendlicos, pH 7,7 que propiciou a melhor extracdo dos compostos funcionais da
prépolis bruta em meio aquoso e pressdo de 8,7 bar — médxima pressao usada no trabalho,
que gerou maior fluxo de permeado e ndo interferiu na composicao do concentrado obtido
em relacdo aos flavonodides e polifendis.

Foi preparado um novo extrato em pH 7,7 de acordo com o item 4.2, o qual foi
submetido ao processo de concentracdo por membrana até fator de concentracdo 4,0. A

Figura 5.8 representa o fluxo de permeado obtido em sistema fechado.

25,0 -
24,0
23,0
22,0
210 g
2001 4
19,0 A
18,0 ¢ +
17,0
16,0 -

15,0 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Fluxo de Permeado {Lf{h.m?})

Tempo (min)

Figura 5.8. Fluxo de permeado obtido em sistema fechado para as condi¢des selecionadas
de processamento (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C)

O valor do fluxo de permeado obtido apds a estabilizac@o do sistema foi de 17,7
L/(h.m®) e o seu comportamento foi similar as curvas tipicas de fluxo de permeado,
conforme modelo descrito por Habert et al. (2006). Logo apds o inicio dos experimentos
ocorreu um declinio no fluxo devido a polarizacdo da concentracdo na superficie da
membrana e também a incrustacdo (fouling) no interior dos poros da membrana.
Finalmente houve a tendéncia de estabilizacdo do fluxo até o término do processamento.

Utilizando-se a equacdo 5.2 que prediz o comportamento do fluxo de permeado
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a partir do planejamento experimental, o valor de fluxo de permeado nas condi¢des 6timas
de processamento seria de 14,65 L/(h.m?),0 que representa um desvio de cerca de 17% em
relacdo ao valor apresentado.

A Figura 5.9 representa o fluxo de permeado obtido para o processo de
concentracdo do extrato de propolis nas melhores condi¢des (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C), em
sistema aberto. A queda do fluxo de permeado foi mais acentuada durante os primeiros 10
minutos de processamento, podendo ser decorréncia da polarizagdo por concentragdo no
inicio do processo, ou seja, formag¢do de uma camada polarizada estdvel sobre a superficie
da membrana. A formag¢ao dessa camada provocou um decaimento médio de 10% no fluxo
de permeado. Perfis de fluxo de permeado similares para nanofiltracdo foram obtidos para
concentragdo de vinho tinto (BANVOLGYTI et al., 2006) e para extratos de bagaco de uva
(DIAZ-REINOSO et al., 2009).
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Figura 5.9. Fluxo de permeado obtido em sistema aberto para as condi¢des selecionadas de
processamento (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C)

Tylkowski et al. (2010) estudaram a concentracdo por nanofiltracdo dos
compostos biologicamente ativos de extratos de propolis em mdédulo de bancada, através da
simulacdo do escoamento tangencial, e verificaram que durante o processo ocorre baixa

sedimentacdo de compostos na superficie da membrana, ndo afetando o fluxo de permeado
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durante o processo. Por se tratar de uma simulacdo do processamento em contra corrente,
ou seja, o fluxo de permeado obtido ndo pode ser comparado com o do presente trabalho.
Tsui e Cheryan (2007) estudaram a purificagdo do extrato de milho alcodlico
para producdo de xantofila, utilizando nanofiltracdo. Obtiveram fluxo de aproximadamente
10,0L/h.m2, ao trabalhar com pressdo de 27 bar, a 50°C. Hossain (2003) estudou o processo
de concentracdo de antocianina (pertencente a familia dos flavonodides) de residuos de
cassis em soluc@o aquosa por ultrafiltracio em diferentes tipos de membranas e obteve
valores de fluxo de permeado de, no méaximo, 17,3 L/h.m? a 1,4 bar e 18°C. Banvolgyi et al.
(2006) estudaram o processo de concentracdo de vinho tinto (rico em polifendis, dlcool e
acucares) por nanofiltracio em diferentes temperaturas de processamento e pressdo de 20
bar e obtiveram valores de fluxo de permeado de 10,0, 15,0 e 20,0 L/h.m? para 30, 40 e
50°C respectivamente. Para os extratos de prépolis foram utilizadas pressdes relativamente
baixas (até 8,7 bar), pois levou-se em consideragao resultados anteriores obtidos por Mello
(2008). No entanto, quando comparada a outros processos estudados na literatura, o uso de
pressdes baixas ocasionou valores de fluxo de permeado semelhantes ou mesmo superiores,
evidenciando sua viabilidade ja que se gasta menos energia para gerar menor pressdo de

processamento.

5.5. Modelos de transporte

A andlise das resisténcias intrinsecas a membrana foi realizada para avaliacdo
dos principais fendmenos responsaveis pelo decaimento do fluxo de permeado durante o
processamento do extrato aquoso de prépolis. Foram utilizados os resultados experimentais
obtidos na validacdo do planejamento experimental (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C) e a
metodologia descrita no item 4.5.10 Os resultados dos modelos foram comparados com os
resultados de fluxo de permeado obtidos durante a valida¢do do planejamento experimental,
de forma a se caracterizar os principais mecanismos envolvidos no processo de

concentracdo dos extratos de propolis.
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5.5.1. Calculo das resisténcias

A Tabela 5.12 apresenta os fluxos de permeado necessdrios para o cdlculo das
resisténcias do processo. “J” representa o fluxo de permeado dos extratos a um fator de
concentragcdo de 4, aplicado no cdlculo da resisténcia total (equacdo 3.4); o fluxo de dgua
pura foi determinado apds o enxague ao final do experimento (J’), utilizado para o cdlculo
da resisténcia do “fouling” (equagdo 4.3); e o fluxo de dgua pura com a membrana limpa

(Jw), que serviu de base para o célculo da resisténcia intrinseca da membrana (equagao 4.4).

Tabela 5.12. Valores de fluxo para o calculo das resisténcias.

pH Pressdo (bar) J (L/h.m?) J',, (L/h.m?) J,, (L/h.m?)
4,3 7,0 27,30 40,58 70,47
50 6,0 37,65 42,68 59,26
8,0 55,50 60,3 81,69
7,0 48,86 55,96 70,47
6,0 5,3 36,00 45,25 51,40
8,7 57,90 69,74 89,54
6,0 34,05 43,14 59,26
0 8,0 48,60 61,78 81,69
N 7,0 32,10 47,36 70,47

A Tabela 5.13 apresenta os valores obtidos da resisténcia total (R,), da
membrana (R,,), incrustagdo (Ry) e da polarizacdo da concentracdo (R;), em fun¢do das
diferentes condi¢es operacionais. Através da andlise dessa tabela, percebe-se que houve
uma boa reprodutibilidade dos dados de resisténcia da membrana (R,,), decorrente do fato
da mesma membrana ter sido utilizada em todos os experimentos, sugerindo pouca

ocorréncia de erro experimental.
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Tabela 5.13. Valores de resisténcias para nanofiltracao de extratos de propolis.

pH Pressio (bar) R;(10"m") R,10"m") R;(10"m") R,10"m")
43 7,0 9,35 3,58 2,63 3,14
6,0 5,81 3,64 1,42 0,75
. 8,0 5,26 3,53 1,25 0,48
7,0 5,23 3,58 0,93 0,72
6 5,3 5,37 3,71 0,51 1,15
8,7 5,48 3,5 9,93 0,99
. 6,0 6,43 3,64 1,36 1,42
8,0 6,00 3,53 1,14 1,34
N 7,0 7,95 3,58 1,74 2,63

t, m, f e p indicam as resisténcias totais, da membrana, por incrustacio e por camada polarizada,

respectivamente.

Nos ensaios com pH 7,7 e em pH 4,3 a resisténcia total foi mais alta que nos
outros ensaios pois em pHs mais altos, a camada gel torna-se mais espessa, o que faz a sua
resisténcia aumentar. A resisténcia por polarizac@o e incrustagdo também aumentou em pH
4,3, podendo ser uma evidéncia da maior afinidade da membrana pelos solutos em pHs

mais baixos.

5.5.2. Modelos matematicos

A partir das equagdes 4.7 a 4.10 foi possivel construir curvas de fluxo de
permeado baseadas no modelo matematico proposto por Hermia (1982), conforme descrito
no item 4.5.10 A Figura 5.10 representa os resultados obtidos, comparados com os dados

experimentais do processo para fluxo de permeado em sistema aberto.
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Figura 5.10. Fluxo de permeado de extrato aquoso de propolis em sistema aberto versus
tempo de processamento (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C).
Linhas representam os valores calculados pelos modelos matemaéticos.

As tendéncias obtidas pelos modelos de bloqueio total, parcial e interno dos
poros se ajustaram bem aos dados experimentais com coeficientes de determinacdo (R*) de
96, 98 e 98% respectivamente. Nestes modelos, ndo houve uma taxa de declinio muito alta
no inicio do processo, ou seja, ndo houve uma queda acentuada do fluxo de permeado no
inicio do processo. Por outro lado, a curva obtida pelo modelo proposto para formacdo de
camada polarizada ndo se ajustou bem aos dados experimentais (R* = 78%) devido a queda
acentuada do fluxo nos primeiros minutos de processamento.

Através dos dados apresentados na Tabela 5.13, pode-se perceber que houve
uma baixa resisténcia devido a formacdo de camada polarizada na maioria dos ensaios, 0
que explica a baixa representatividade do modelo da camada polarizada. As maiores
resisténcias do processos foram proporcionadas pela membrana (R,,) e pela incrustacdo
(R¢), sendo que a resisténcia da membrana estd considerada em todos os modelos e a

resisténcia pela incrustacdo estd diretamente relacionada com os modelos de bloqueio total,
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parcial e interno dos poros, explicando o melhor ajuste deste. Assim, pode-se considerar
que a modelagem matemdtica utilizada foi suficiente para predizer o processo de
concentracdo de extratos aquosos de propolis por nanofiltracio, e que este processo € pouco
influenciado pela formag¢do de camada polarizada, provavelmente devido a composi¢ao

quimica do extrato.

5.6. Analise dos produtos do processo de concentragao por
membranas

Os produtos do processo de concentragdo por nanofiltracio (concentrado e
permeado) obtidos nas condi¢des 6timas de processamento foram avaliados em relacdo a
densidade, viscosidade, compostos fendlicos, flavondides e atividade antioxidante de

acordo, com a metodologia descrita no item 4.3 Os resultados encontram-se nas tabelas

5.14 e 5.15.

Tabela 5.14. Caracterizacdo dos produtos do processo de concentracdo por

membranas em relagdo a densidade, viscosidade, compostos fendlicos e

flavonéides
Alimentacao Concentrado Permeado
Densidade (kg/m?) 10375+ 1,9 1110,5 £ 0,6 998,3 + 1,0
Viscosidade (kg/(m.s)) (17,06 + 0,02)10° (29,19 +0,18) 10° (9,87 +0,05) 10”
Flavonéides * 19,57 £ 4,02 35,57 £ 5,86 3,16 £ 0,45
Compostos Fendlicos** 116,93 £2,02 180,51 £ 0,45 77,23 £ 1,39

Valores representam média + desvio padrao (n=3)
* Expressos em equivalentes de quercetina (Jlg/mL extrato)
**Expressos em equivalentes de dcido galico (g/mL extrato)

Os valores obtidos para o produto permeado indicam que a densidade e
viscosidade foram muito similares quando comparados com as mesmas grandezas da dgua

pura a 25°C (997 kg/m’ e 8,9. 10* kg/(m.s) respectivamente). Esta similaridade da
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densidade e da viscosidade do permeado em relacio a dgua pura pode ser uma indicagdo da
baixa presenca de compostos de maior peso molecular dissolvidos. Em relagdo ao produto
concentrado, houve aumento da densidade e da viscosidade em relacdo ao extratos iniciais
(alimenta¢do), com um aumento de 7,0% na densidade e de 71,14% para a viscosidade.

O concentrado do processo de concentragdo apresentou cerca de 82% mais
flavondides que a alimentacdo, enquanto os compostos fendlicos apresentaram um aumento
de aproximadamente 50%. Esses valores demostram que a membrana de nanofiltracdao
utilizada foi mais eficiente na retencdo dos flavondides do que dos compostos fendlicos,
provavelmente devido ao fato de que os flavondides tem uma massa molar superior (entre
250 e 300 g/mol) que os &acidos fendlicos (entre 100 e 250 g/mol) sendo retidos pela
membrana com maior facilidade, uma vez que a membrana possui massa molar de corte de
300 g/mol. A eficiéncia do processo de retencdo dos flavondides também pode estar
relacionada a formagao de camada polarizada na superficie da membrana, que atua como
uma barreira secunddria ao processo de separacdo. Alguns dcidos fendlicos possuem massa
molar muito baixa (em torno de 150 g/mol), podendo ser permedvel pela membrana e
consequentemente diluir-se no produto permeado, gerando a perda no concentrado.

A atividade antioxidante dos produtos do processamento nas condi¢des de
valida¢do do mesmo (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C), apresentaram resultados condizentes com o
aumento de compostos funcionais no concentrado e diminui¢do destes no permeado, ou
seja, o produto concentrado apresentou aumento na atividade antioxidante em relacdo a

alimentag@o enquanto o permeado apresentou baixos valores de atividade.
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Tabela 5.15. Caracterizacdo dos produtos do processo de concentragdao por

membranas em relacdo a atividade antioxidante

Alimentacdo Concentrado Permeado
DPPH (%) 47,46 + 2,41 73,43 £ 1,25 (%)
FRAP* 954,63 + 36,85 1278,39 + 58,21 154,72 + 17,49
FTC ** 0,167 + 0,012 0,107 £ 0,006 0,364 + 0,028

Valores representam média + desvio padrdo (n=3)

* Expressos em equivalentes de sulfato ferroso (umol/mL extrato)
** Absorbancia medida em 125 minutos a 500 nm.

*#*% Os valores encontrados foram inferiores ao controle.

5.6.1. Cor

O permeado de todos os experimentos apresentou-se com coloracdo
praticamente incolor, similar a dgua, enquanto o retentado pareceu escurecido em relacio
ao extrato inicial. A Figura 5.11 mostra os resultados obtidos para a concentragdo feita a pH

7,7; 8,7 bar e 30°C (validacao do planejamento experimental).

Figura 5.11. Produtos obtidos no processo de nanofiltracao (pH 7,7; 8,7 bar e 30°C).
Da esquerda para direita: Permeado, Extrato Inicial e Concentrado, respectivamente

Os parametros de cor das amostras dos produtos do processo de concentracao,

93



Resultados e Discussdo

bem como do extrato sem alteragdo de pH e do alcodlico comercial foram obtidos através
da metodologia descrita no item 4.5.7 e estdo expressos na Tabela 5.16. Os dados
apresentados correspondem a uma média de trés determinacdes, com seus respectivos

desvios padrao.

Tabela 5.16. Analise instrumental de cor pelo sistema CIELab para as amostras

de permeado, alimenta¢do, concentrado, alcodlica e em pH 4,3.

Parametro
Alimentacido Concentrado Permeado 4,3 Alcodlico
Cromatico
L* 9,88+0,06 8,70£0,06  90,52+0,48 11,76£0,61 1,94+0,26
a* 1,11+0,02 0,86+0,02 -0,49+0,08 1,19+0,18 0,76+0,07
b* 3,20+0,04 1,39+0,14 -2,240,18 6,35+0,14 0,46+0,04
C* (croma)  3,39+0,04 1,63+0,10 2,26+0,19 6,46+0,17 0,89+0,05
H* (angulo
70,94+0,28  58,07+£3,44  257,64+1,27  79,42+141  31,30+£3,94

Hue)

O permeado apresentou a maior luminosidade dentre todas as amostras (L*
90,52) pelo fato de ser praticamente incolor. O extrato alcodlico apresentou o menor valor
de L* (1,94) e estes valores foram crescentes para concentrado, alimentacdo e amostra sem
alteracdo de pH. Este fato pode ser uma indicacdo de que quanto maior a quantidade de
compostos funcionais extraidos da propolis bruta, menor a luminosidade da amostra.

As amostras com menor quantidade de compostos fendlicos e flavondides
(alimentacao e pH 4,3) apresentaram colora¢do mais avermelhada (a* entre 1,11 e 1,19) que
as amostras com maior quantidade de compostos (alcodlico e concentrado). Para o
parametro b*, o permeado apresentou o menor valor (-2,2) devido a sua coloracao
praticamente incolor, seguido do produto concentrado e do extrato etandlico comercial,
devido a alta concentragdo de compostos.

Com os parametros apresentados (a* e b*), as coordenadas cilindricas C*
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(croma) e H* (dngulo hue) foram calculadas . O dngulo Hue € o atributo que normalmente
se identifica com o nome da cor como vermelho (0°), amarelo (90°), verde (180°) e azul
(270°). O croma ¢ a intensidade e a pureza da cor, independente do quiao clara ou escura € a
cor. Uma cor com alto valor de croma parece luminosa ou concentrada, enquanto uma cor
de baixo croma parece palida, acinzentada ou diluida (BRAINARD, 2003). A Figura 5.12
representa a mudanca do angulo Hue nas diferentes amostras analisadas.

O Anexo D apresenta os padrdes de coloragdo das amostras obtidas no processo
de concentracdo, além das amostras sem alteragdo de pH e alcod6lico comercial. Os padrdes,
feitos no software GIMP© 2.6.11 através dos valores de L*, a* e b* obtidos no colorimetro,
representam a coloragdo composta pela média dos valores lidos na amostra e tém cardter

apenas ilustrativo.

90° (Amarelo)

s permeado
, 4.3
s alimentagdo
) s concentrada
acodlico

180° (Verde) ' 0° (Vermelho)

270° (Azul)

Figura 5.12. Representagcdo do dngulo Hue dos diferentes produtos obtidos no processo de
concentracao, extrato alcodlico e aquoso sem alteracao de pH.
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O produto concentrado e o extrato alcodlico comercial (com angulo Hue de
58,07° e 31,30° respectivamente) apresentaram-se mais vermelhos que a alimentagdo
(70,94°), que o extrato sem mudanca de pH (79,42°) e que o produto permeado (257,64),
concordando com o aumento da concentracdo de compostos fendlicos e flavondides no
concentrado e no extrato alcodlico. Dessa forma, pode-se concluir que uma diminui¢do no
conteudo de flavondides e compostos fendlicos na solucdo deixa-a mais amarela e mais
esverdeada do que as amostras com maior concentragdo dos mesmos (que tendem para o
avermelhado e azulado).

Outros autores que trabalharam com concentragdo por membranas, também
verificaram aumento da luminosidade do produto permeado em relagdo a alimentacdo e o
concentrado (USHIKUBO, 2006, SILVA, 2010 e LAORKO et al., 2010), evidenciando que
o permeado sempre tem a tendéncia de ser mais limpida do que os outros produtos do

Processo.

5.6.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

As amostras de extrato aquoso sem alteragdo de pH, o extrato aquoso em pH 7,7
(alimentacdo do processo de nanofiltragdo), o concentrado e o permeado obtidos no
processo de concentracdo por membranas foram analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, conforme descrito no item 4.5.5 O extrato aquoso “basificado” e o extrato
alcodlico comercial também foram avaliados pelo método para comparagdo dos resultados

obtidos.

As Figuras 5.13 a 5.18 representam os cromatogramas obtidos para a amostra
em pH 4,3 (sem alteragdo do meio), alimentagdo, concentrado, permeado, extrato aquoso
“basificado” e alcodlica comercial, respectivamente, e as concentragdes de cada composto

identificado nos cromatogramas encontram-se na Tabela 5.17.
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Tabela 5.17. Concentracdo dos compostos identificados por HPLC.

Concentragao (ug/mL)
Permeado 43 Alimentacdo Concentrado Alcoolico
Acido Cafeico 0,07 0,12 2,51 11,22 -
Acido Cumarico 3,06 78,85 449 25,74 641,29
Acido Ferulico - 7,19 0,12 2,76 48,54
Rutina - - - 22,49 132,07
Kaempferol - - - - 444 9
Crisina - - 3,15 11,5 2354
%0 ANALISE 03 (1 12 #3 |modified by Dionex Brasd hstru] 43 ALK
] VWYL 260
150+ ig
E
100 E‘ g
| E:Mg
R S R T S S T S R T
Figura 5.13. Cromatograma do extrato aquoso sem alteracdao de pH.
150 ANALISE 08_01 _12 45 [modified by Dionex Erasd Instru] aimantacan ALK
Al WL 260

Acido Cafeico
cido Cumérico
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Figura 5.14. Cromatograma do extrato aquoso em pH 7,7 (alimentacdo).
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Figura 5.15. Cromatograma do extrato aquoso concentrado.
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Figura 5.16. Cromatograma do extrato aquoso permeado.
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Figura 5.17. Cromatograma do extrato aquoso basificado a pH 7,7 ap6s a centrifuga¢do do

extrato.
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Figura 5.18. Cromatograma do extrato alcodlico comercial.

No extrato aquoso sem alteracdo de pH (Figura 5.13) ocorreu a extracdo apenas
de compostos polares, separados no cromatograma em tempos curtos de retencdo. De modo
geral, houve a presenca de poucos picos, entre eles os que representam o acido caféico, o
acido cumdrico e o 4cido ferdlico. Caracterizam-se por serem dcidos fendlicos de baixo
peso molecular e soliveis em dgua, por isso, foram identificados na amostra de extrato
aquoso sem alteracdo de pH. Além disso, a concentragdo de dcido cumadrico nesse extrato
foi o maior dentre os produtos aquosos, evidenciando uma maior hidrofilicidade deste
composto.

A Figura 5.14 representa o cromatograma obtido para a amostra utilizada como
alimentacdo do processo de nanofiltracdo, ou seja, extrato de prépolis aquoso em pH 7,7.
Pode-se verificar uma maior extracdo de compostos mais apolares, como a crisina, em
relacdo a amostra em pH 4,3, decorrente da menor polaridade do solvente de extracdo,
como pode ser visto nos picos mais a direita do cromatograma. No entanto, alguns
compostos polares — dcido cumdrico e dcido ferdlico — foram extraidos em menor
quantidade neste pH do que aquele sem alteracdo, podendo ser uma evidéncia de hidrélise
desses compostos em pHs elevados.

O extrato aquoso concentrado (Figura 5.15) apresentou 0s mesmos compostos

da alimentacdo do sistema, mas em concentracdes mais altas. Apenas pequena parcela de

acido cafeico e de acido cumdrico foram perdidas para o permeado do processo (Figura
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5.16). Estes compostos sd0 mais susceptiveis a perda no processo de nanofiltracdo devido
ao seu baixo peso molecular, inferior a massa molar de corte da membrana utilizada para
concentracao.

Comparando-se o cromatograma do extrato sem alteracdo do pH (figura 5.13)
com aquele obtido pela analise do mesmo extrato, mas com alteragdo do pH apos a extracao
(Figura 5.17) observa-se que ndo ocorreram picos apos 35 minutos de retencdo, ou seja,
picos equivalentes a compostos mais polares. Assim, a alteracdo de pH nao é responsavel
pelo aparecimento de compostos polares que poderiam ser formados pela hidrélise dos
compostos existentes, devido a adi¢ao da base. O pico representado em cerca de 15 minutos
de reten¢@o pode ser decorrente de um processo de hidrélise de um composto apolar. Como
o mesmo nao foi identificado pelos padrdes utilizados no trabalho, ndo se pode fazer uma
afirmacao segura a respeito do processo de hidrdlise.

No cromatograma do extrato alcodlico (Figura 5.18) foram identificadas as
maiores quantidades de compostos em relagdo as amostras testadas, o que corrobora com o
fato de ser considerado o melhor solvente para extratos da propolis. O dcido cumdrico ndo
foi identificado, possivelmente porque este composto co-eluiu com outros compostos de
estrutura similar. Houve a extracdo de grande quantidade de compostos apolares, em altas
concentragdes, mas que ndo foram identificados dentre os padrdes adotados no trabalho.

Através da comparagdo da concentragdo dos compostos presentes no permeado
e no concentrado do processo, apresentados na Tabela 5.17, pode-se perceber que todos os
produtos identificados no concentrado tiveram indice de retencdo (R) de quase 100%, com
excecdo do dcido cumdrico que foi retido pela membrana a aproximadamente 90%. Este
indice indica que a membrana foi eficaz em separar os compostos funcionais da prépolis, ja
que pouca quantidade foi eluida com o permeado. Apesar do alto indice de retencdo e do
aumento na concentracdo dos compostos fendlicos em relagdo a alimentacdo, o produto
concentrado apresentou concentracdes menores que o extrato alcodlico comercial em
relacdo aos padrdes identificados nas amostras.

Devido a prépolis possuir uma composi¢do muito complexa e variada, é muito

dificil prever os compostos que serdo encontrados, por isso, nem todos os padrdes foram
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encontrados nas amostras. O Artepilin-C, por exemplo, famoso por ser um importante
composto da propolis verde brasileira, ndo foi identificado em nenhuma das amostras,
podendo ter saido co-eluido com outro composto no extrato alcodlico, ja que se trata de um
composto apolar de tempo de retencdo elevado (cerca de 80 minutos). A lista dos padrdes

utilizados, com seus respectivos tempos de retencdo encontram-se no Anexo E.

5.6.3. Padrao espectrofotométrico na regidao U.V.-
visivel dos extratos de propolis

Os extratos de prépolis obtidos apds o processamento com membranas, O
extrato alcodlico comercial e o extrato aquoso sem alteracao de pH foram analisados através
da espectrofotometria na regido U.V.-visivel, na faixa de comprimento de onda entre 200 e
600 nm, conforme descrito no item 4.5.6. Na Figura 5.19 encontram-se os espectros de
absor¢do das amostras, bastante diferentes entre as amostras aquosas e alcodlicas, e
similares dentre todas as amostras aquosas. O produto permeado apresentou um pico de
menor intensidade enquanto o concentrado teve maior intensidade em relacdo a
alimentacdo, correlacionando de modo geral com os dados obtidos na determinacdo de
flavonodides totais. Todos os espectros apresentaram apenas um pico de absor¢ao sendo que
na amostra alcodlica foi situado préximo a 290 nm e nas amostras aquosas foi proximo de

310 nm.
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Figura 5.19. Espectrometria na regido U.V.-visivel dos produtos do processo de
concentracdo com membranas, comparados com o extrato alcodlico e com o extrato aquoso
sem alteracdo de pH.

Os flavondides em geral apresentam o pico de absor¢do da luz ultravioleta na
faixa de 270 e 330 nm, sendo que os extratos aquosos tendem a apresentar menor absor¢ao
que os extratos etandlicos (PARK et al., 1998). As amostras aquosas apresentaram um
comportamento diverso da alcodlica devido possivelmente devido a menor quantidade de
flavonodides apolares, conforme demonstrado na andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Além disso, o produto permeado apresentou um pico de menor intensidade
quando comparado com as outras amostras, devido a baixa concentragdo de compostos

fendlicos em geral.

5.6.4. Distribuicao do tamanho de particulas

Nos processos de concentragdo por membranas, o transporte das particulas

através da superficie da membrana e da camada polarizada € diretamente afetado pelo
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tamanho da particula, gracas a sua influéncia no transporte através da membrana e nas
forcas de arraste do permeado (BELFORT et al., 1994). Por isso, foi feita uma avaliagdo da
distribuicdo do tamanho de particulas, conforme metodologia descrita no item 4.5.9, para
possibilitar um melhor entendimento do comportamento dos extratos apds a alteragdo de
pH, alteragdo do solvente e apds o processo de concentragdo por membranas. Os resultados

encontram-se na Figura 5.20.

14 -
Extrato aquoso pH 4,3
12 1 ——Extrato aquoso pH 7,7 - alimentagéo
——Extrato aquoso concentrado
101 Extrato "basificado"
o ——Extrato alcodlico comercial

% de distribuicdo
o

N
L

0,01 0,1 1 10 100 1000

Diametro de particula (um)

Figura 5.20. Distribui¢ao do tamanho de particulas dos extratos de prépolis.

Através da andlise dos resultados, pode-se perceber que todos os extratos
participantes do processo com membranas (alimentagdo e concentrado) apresentaram o
mesmo didmetro médio de particulas, variando apenas na porcentagem de distribuic¢do

dessas particulas no meio. Esse fato € decorréncia justamente do processo de concentragao,
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uma vez que a retirada do solvente aumenta a proporcdo dos compostos de maior didmetro
na solugcdo. Nido foi possivel a avaliacdo da distribui¢do do tamanho de particulas do
permeado do processo, pois a amostra se apresentava muito diluida, impossibilitando a
deteccao pelo equipamento.

O conhecimento do tamanho médio das particulas é de fundamental
importincia para a escolha do processo de concentragdo por membranas, ja que uma das
defini¢cdes dos processos provém do tamanho de particula a ser separada. Os resultados
obtidos comprovam que a nanofiltracdo foi a melhor escolha para o processamento de
extratos de propolis.

O extrato aquoso em pH 4,3 apresentou particulas de tamanho superior aquelas
obtidas para a alimentacdo (pH 7,7) que podem estar relacionadas com interacdes
moleculares rompidas em pHs mais basicos. Esta mudanga também pode ser decorréncia de
um processo de degradacdo sofrido pelos compostos fendlicos quando submetidos a
mudancas bruscas de pH. A hidrdélise dos polifendis pode ocasionar a mudancga da forma
glicosilada para a forma aglicona dos compostos (ROSTAGNO et al., 2009). Apesar da
mudanca estrutural, o composto ainda € definido como um polifenol por apresentar a
estrutura caracteristica (anel aromético ligado a um grupo hidroxila), sendo ainda detectado
pelos métodos espectrofotométricos de determinacdo. Esta situacdo pode ser confirmada
pela andlise dos resultados obtidos pelo teste feito com um extrato basificado a 7,7 apds a
centrifugacdo da prépolis (amostra extrato “basificado”). Neste resultado, verificou-se a
presenca do pico na casa em 70 Um igual aquele obtido para a amostra em pH 4,3 mas em
menor propor¢ao, evidenciando uma hidrélise dos compostos glicosilados que ja estavam
extraidos. A Figura 5.21 mostra o exemplo de um flavondide aglicona (quercetina) e suas

formas glicosiladas.
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Figura 5.21. Estrutura da quercetina (aglicona) e suas formas glicosiladas.

O extrato alcodlico apresentou um comportamento totalmente diferente dos
anteriores, evidenciando que o dlcool extrai diferentes compostos da prépolis, quando
comparado com a extragdo aquosa, conforme pode ser visualizado nos resultados da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figura 5.18). Azema et al. (2006) verificaram o
mesmo comportamento na distribuicdo do tamanho de particulas do dlcool frente a dgua
usados como solventes de particulas minerais, explicando que o dlcool é responsdvel por

uma maior aglomera¢do dos compostos extraidos.

5.6.5. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi testada para os extratos aquosos em pH 4,3 e em
pH 7.7 (alimentacdo), concentrado e permeado do processo de concentracdo, extrato
alcodlico comercial e alcool 80% usado como controle negativo da amostra alcodlica. O
permeado do processo, devido a sua baixa concentracdo de compostos funcionais foi
considerado controle negativo das amostras aquosas em pH alcalino. A andlise do controle
negativo foi efetuada para se descartar as possibilidades do solvente ser responsdvel pela
atividade antimicrobiana do extrato. As Tabela 5.18 a 5.23 indicam o tamanho do halo de
inibicdo de crescimento promovido por cada extrato de prépolis para Staphylococcus
aureus, Salmonella cholerasuis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Candida

tropicalis e Aspergillus flavus, respectivamente.
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Tabela 5.18. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e etandlico de prépolis sobre

Staphylococcus aureus

Amostra Zona de inibi¢cao do crescimento microbiano

, (mm)*
Alcool (controle) 1,32+ 0,97
Extrato alcoolico(pH 4,3) 4,85+ 0,85
Extrato aquoso (pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso concentrado(pH 7,7) 2,40 £ 0,39
Permeado aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00

Populagéo inicial de S. aureus padronizada em 1.04x10’UFC/mL

*halo medido a partir do final do disco até o final do crescimento, obtido a partir da média de 5

repeticoes.

Tabela 5.19. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos € etandlico de propolis sobre

Salmonella cholerasuis

Amostra Zona de inibicao do crescimento microbiano

, (mm)*
Alcool (controle) 0,20 £ 0,40
Extrato alcoolico(pH 4,3) 0,90 £ 0,40
Extrato aquoso (pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso concentrado(pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Permeado aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00

Populagéo inicial de S. cholerasius padronizada em 6.0x10° UFC/mL

*halo medido a partir do final do disco até o final do crescimento, obtido a partir da média de 5

repeticoes.
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Tabela 5.20. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e etandlico de propolis sobre

Bacillus cereus

Amostra Zona de inibicao do crescimento microbiano

, (mm)*
Alcool (controle) 0,00 £ 0,00
Extrato alcoolico(pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso concentrado(pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Permeado aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00

Populagéo inicial de B. cereus padronizada em 7,8x10°® UFC/mL

*halo medido a partir do final do disco até o final do crescimento, obtido a partir da média de 5

repeticoes.

Tabela 5.21. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e etandlico de propolis sobre

Pseudomonas aeruginosa

Amostra Zona de inibicao do crescimento microbiano

, (mm)*
Alcool (controle) 0,00 £ 0,00
Extrato alcoolico(pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso concentrado(pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Permeado aquoso (pH 7,7) 0,00 + 0,00

Populagéo inicial de P. aeruginosa padronizada em 1,04x10’UFC/mL

*halo medido a partir do final do disco até o final do crescimento, obtido a partir da média de 5

repeticoes.
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Tabela 5.22. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e etandlico de propolis sobre

Candida tropicalis.

Amostra Zona de inibicao do crescimento microbiano

, (mm)*
Alcool (controle) 0,00 £ 0,40
Extrato alcoolico(pH 4,3) 1,00 £ 0,01
Extrato aquoso (pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso concentrado(pH 7,7) 0,00 £ 0,00
Permeado aquoso (pH 7,7) 0,00 £ 0,00

Populagéo inicial de C. tropicalis padronizada em 8,4x10® UFC/mL

*halo medido a partir do final do disco até o final do crescimento, obtido a partir da média de 5

repeticoes.

Tabela 5.23. Atividade antimicrobiana dos extratos aquosos e etandlico de préopolis sobre

Aspergillus flavus.
Amostra Zona de inibicao do crescimento microbiano
, (mm)*
Alcool (controle) 1,60 + 0,40
Extrato alcoolico(pH 4,3) 5,00 £ 0,01
Extrato aquoso (pH 4,3) 0,00 £ 0,00
Extrato aquoso (pH 7,7) 0,50 £ 0,01
Extrato aquoso concentrado(pH 7,7) 1,80 + 0,01
Permeado aquoso (pH 7,7) 0,10 £ 0,01

Populagéo inicial de A. flavus padronizada em 1,13x10°UFC/mL

*halo medido a partir do final do disco até o final do crescimento, obtido a partir da média de 5

repeticdes.
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Foram analisadas as atividades antimicrobianas das amostras provenientes de
extratos de propolis frente a seis microrganismos: dois gram positivos (Staphylococcus
aureus € Bacillus cereus), dois gram negativos ( Salmonela cholerasuis e Pseudomonas
aeruginosa) e dois fungos (Aspergilus flavus e Candida Tropicalis). De acordo com os
resultados expressos nas tabelas anteriores, pode-se perceber atividade antimicrobiana dos
extratos de propolis frente a Staphylococcus aureus, Salmonela cholerasuis, Candida
Tropicalis e Aspergilus flavus. O extrato alcodlico comercial foi o que apresentou maior
atividade contra os microrganismos testados, para todas as amostras. Além disso, as
bactérias gram positivas foram mais sensiveis aos compostos da prépolis que as gram
negativas, e os fungos também foram susceptiveis aos extratos de prépolis. Estes resultados
estdo de acordo com a literatura, uma vez que as bactérias Gram positivas costumam ser
mais susceptiveis a atividade antimicrobiana dos extratos de propolis que as Gram negativas
(FERNANDES JR. et al., 2001). Os extratos aquosos sO apresentaram atividade frente ao
Staphylococcus aureus e Aspergillus flavus, sendo que a amostra de extrato concentrado foi
aquela com maior valor de inibicdo, provavelmente devido ao fato de ser o extrato aquoso
com maior concentragdo de flavondides e compostos fendlicos. Silva et al. (2006)
observaram que o contetdo total de flavondides e compostos fendlicos em uma amostra de
propolis € diretamente responsivel pela atividade bioldgica desse extrato, sendo que
ocorrem efeitos sinergisticos entre os diversos compostos presentes na propolis; dessa
forma a atividade antimicrobiana da prépolis € varidvel em relagdo a regido e estacio de sua
coleta.

Os extratos de propolis alcodlicos possuem atividade antimicrobiana
conhecida, mas que pode variar de acordo com a regido e época do ano da coleta
( KARTAL et al., 2003; LU et al, 2005). Além disso, o efeito antibacteriano € também
influenciado pela temperatura e pH do extrato alcodlico, atingindo um valor 6timo a 37°C e
pH 5,0, ou seja, sem adicdo de 4cido ou base durante a extragdo (LU et al, 2005).

Choi et al. (2006) avaliaram a susceptibilidade de diversos microrganismos ao
extrato etandlico de prépolis proveniente da Coréia e do Brasil e verificaram que todas as

amostras apresentaram atividade contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
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Salmonella typhimurium e Candida albicans, enquanto que Pseudomonas aeruginosa nao
foi inibida por nenhum dos extratos testados. Estes resultados estdo de acordo com o
presente trabalho, uma vez que as mesmas familias de microrganismos foram susceptiveis
aos extratos etandlicos.

Park et al. (1998) testaram a atividade antimicrobiana de extratos de prépolis
em diferentes propor¢des de dgua e dlcool como solvente. Ao se utilizar d4gua pura ou
adicionada de 10 ou 20% de etanol, os extratos ndo apresentaram atividade antimicrobiana,
sendo que o melhor resultado para atividade ocorreu ao se trabalhar com etanol 80% como
solvente, formando um halo de inibi¢do de 1,5mm. Neste trabalho, o resultado obtido para
extrato aquoso também apresentou diferenca na atividade antimicrobiana em diferentes
pHs, sendo que apenas no extrato concentrado em pH 7,7 houve a formacgdo de halo de
inibicdo do S. aureus. O extrato em pH 7.7 usado na alimentagdo do processo nao
apresentou atividade, provavelmente por ndo ter atingido a concentragdo minima de
inibicdo. Dessa forma, o extrato aquoso também pode atuar como um preservativo
antimicrobiano como o extrato alcodlico, podendo ser aproveitado como um antibidtico
natural. Através da comparacdo das atividades obtidas pelos extratos com os respectivos
controles, pode-se notar que a combinacdo de substincias presentes nos extratos que €
responsdvel por grande parte da atividade, e ndo o solvente utilizado. A Figura 5.22 ilustra

os halos de inibi¢do formados pelos extratos com atividade antimicrobiana para o S. Aureus.

110



Resultados e Discussdo

Figura 5.22. Inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus em diferentes extratos de
propolis.
A= Extrato aquoso com pH 8.0; B= Extrato etanélico com pH 4,3; C= Etanol usado como

controle.

Diversos mecanismos que explicam a atividade antimicrobiana da prépolis tém
sido relatados como a inibi¢ao da divisdo celular, colapso do citoplasma e parede celular
das bactérias, inibicao da sintese protéica e inibi¢do enzimatica, como por exemplo a RNA-
polimerase. Os compostos presentes na propolis também podem causar uma significante

reducdo na mobilidade bacteriana e alteracio da permeabilidade idnica (TAKAISHI-

111



Resultados e Discussdo

KIKUNI e SCHILCHER, 1994; MARCUCCI, 1995; KOO et al., 2002). SCAZZOCCHIO
et al. (2006) verificaram que a producdo de coagulase por S. Aureus foi totalmente
suprimida e a producdo de lipase foi fortemente reduzida pela presenca de extrato etandlico

de prépolis.

5.6.6. Estudo da vida de prateleira dos extratos
aquosos de propolis

As amostras obtidas do processo de concentracio por membrana foram
armazenadas por 90 dias em diferentes condi¢des de temperatura: ambiente, 5°C e 40°C
para a verifica¢do da estabilidade dos extratos sob diferentes condi¢des de armazenagem.
No primeiro més de armazenamento, foram retiradas aliquotas de cada uma das amostras a
cada sete dias para andlise dos flavondides e compostos fendlicos, conforme itens 4.3.2 e
4.3.3 Apos esse periodo, as amostras foram avaliadas a cada quinze dias. As Figuras 5.23 a

5.26 mostram todas as amostras no inicio do periodo de armazenamento e apds 90 dias a

5°C, 22°C e a 40°C, respectivamente.

&\
Q O\ o

Permeado pH 4,3 Alimentacao Concentrado

Figura 5.23. Extratos de prépolis antes do armazenamento para avaliacdo da vida de
prateleira.
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Permeado Alimentacao Concentrado

Figura 5.24. Extratos de prépolis apés o armazenamento por 90 dias a 5°C para avaliagao
da vida de prateleira.

= \: >
Permeado

pH 4,3 Alimentac&o Concentrado

Figura 5.25. Extratos de prépolis apds o armazenamento por 90 dias a 22°C para avaliacao
da vida de prateleira.

Permeado pH 4;3 AIimentagéb Concentrado

Figura 5.26. Extratos de propolis apos o armazenamento por 90 dias a 40°C para avaliacio
da vida de prateleira.

Através da andlise de todos os produtos apds o armazenamento, foi possivel

observar um escurecimento de todas as amostras quando estocadas a 40°C ou a 22°C .
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Além disso, houve a formacdo de aglomerados nos ensaios submetidos a temperaturas
elevadas (40°C), podendo ser uma evidéncia da degradacdo de compostos pela temperatura.
Essa degradacdo também pode ser a explicagdo para a mudanca de cor das amostras. Os
produtos mantidos sob refrigeracdo preservaram uma aparente integridade em relacio a cor
e caracteristicas visuais dos extratos. As Figuras 5.27 e 5.28 representam o comportamento
do teor de compostos fendlicos e de flavondides, respectivamente, para os extratos de
propolis armazenados a 22°C por 90 dias; as Figuras 5.29 e 5.30 representam o mesmo
comportamento para os extratos armazenados a 5°C e as Figuras 5.31 e 5.32 para aqueles

estocados a 40°C.

B Permeado ¢ 4,3 = alimentacdo A concentrado
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Figura 5.27. Teor de polifendis ao longo de 90 dias de estocagem a 22°C.
(*equivalentes de 4cido gélico)
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Figura 5.28. Teor de flavondides ao longo de 90 dias de estocagem a 22°C
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Figura 5.29. Teor de compostos fendlicos ao longo de 90 dias de estocagem a 5°C

(*equivalentes de 4cido gélico)
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B Permeado ¢ 4,3 = alimentacdo A concentrado
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Figura 5.30. Teor de flavondides ao longo de 90 dias de estocagem a 5°C
(*equivalentes de quercetina)
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Figura 5.31. Teor de compostos fendlicos ao longo de 90 dias de estocagem a 40°C
(*equivalentes de dcido galico)
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B Permeado ¢ 4,3 = alimentacdo A concentrado
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Figura 5.32. Teor de flavondéides ao longo de 90 dias de estocagem a 40°C
(*equivalentes de quercetina)

O teor de polifenois foi decrescente ao longo do tempo de estocagem do extrato
de propolis, em todas as condi¢des estudadas. Houve uma variagdo no periodo necessario
para estabilizacdo do conteddo total de polifendis em relacdo a temperatura de estocagem
de cada amostra. A temperatura ambiente, houve uma tendéncia de estabilizagdo a partir de
60 dias de armazenamento (Figura 5.27), enquanto a 5°C a estabiliza¢do teve inicio em 30
dias de armazenagem (Figura 5.29). Os produtos armazenados a 40°C ndo apresentaram
tendéncia de estabilizacdo, indicando que os compostos fendlicos se degradaram durante
todo o periodo de estudo (Figura 5.31). Dessa forma, conclui-se que os compostos fenélicos
presentes nos extratos aquosos de prépolis s@o susceptiveis ao tempo e a temperatura de
armazenagem, sendo que a temperatura de refrigeracdo ocorre menor perda destes.

Os flavondides se mostraram estdveis em relagdo ao tempo de armazenagem a
temperatura ambiente (Figura 5.28) e sob refrigeracdo (Figura 5.30), j4 que o teor desses
compostos foi praticamente constante com o tempo. Em temperaturas elevadas (Figura
5.32) houve um decréscimo no teor de flavondides dos extratos, indicando degradacdo pela

temperatura. Malaspina e Palma (2000) enfatizam que os principais problemas da propolis
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aquosa sdo a sua estabilidade e a facilidade de contaminacao dos extratos obtidos.

Estes dados sdo importantes para a definicdo das melhores condi¢des de
armazenagem e transporte do extrato aquoso de propolis. O extrato alcodlico possui um
prazo de validade de 2 anos (Informag¢do do fabricante — Lambertucci) e ndo possui
indicacdes de melhores condicdes de estocagem, indicando que € estivel em todas as
condi¢des. As caracteristicas funcionais do extrato alcodlico de prépolis, como
antimicrobiana e antifingica garantem a estabilidade do produto com o tempo. Estudos
anteriores demostraram que essas caracteristicas permanecem inalteradas com a mudanca

de temperatura do extrato etandlico de prépolis (KAWAKITA et al., 2009).
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6. Conclusoes

e Para o preparo dos extratos de propolis através da alteracdo de pH foi
necessdria a utilizacdo de um periodo de cinco dias para a obtencdo do
melhor processo de extracdo.

¢ O uso de pHs alcalinos produziu extratos aquosos com maiores teores de
flavonoides e compostos fendlicos, no entanto em valores inferiores
aquele do extrato etandlico.

e A maior extracdo dos compostos funcionais propiciou uma maior
atividade antioxidante e antimicrobiana, € ndo proporcionou grandes
alteracdes na densidade e viscosidade do produto.

e Verificou-se que ndo houve uma diminuicdo acentuada do fluxo de
permeado durante o processo de nanofiltracdo dos extratos em sistema
fechado, evidenciando uma baixa ocorréncia de incrustacdo na
membrana e pouca formacdo de camada polarizada.

e As curvas de fluxo de permeado foram similares as curvas tipicas dos
processos de concentracdo por membranas, sendo que o fluxo foi
proporcional a temperatura e a pressdao do processo.

e A utilizacdo de temperaturas mais altas (57°C) durante o processo de
concentragdo por membranas gerou um produto concentrado com
menores concentracdes de flavondides e compostos fendlicos. O
permeado deste processamento também apresentou pouca quantidade
desses compostos, evidenciando que a temperatura pode ter degradado
os compostos funcionais da prépolis.

e Em geral, houve uma alta taxa de retencdo da membrana em relacdo aos
compostos funcionais da prépolis, sendo que houve uma concentracao
maior de compostos fendlicos do que de flavondides nos permeados.

e O aumento da viscosidade dos produtos concentrados foi de, no

maximo, 12%, operando com um fator de concentragcdo igual a 4. Dessa
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forma, pode-se considerar que a viscosidade ndo seria um fator limitante
para se operar com fatores de concentracdo maiores.

A modelagem matematica utilizada foi eficiente em predizer o processo
de concentracdo do extrato de propolis e através dela foi possivel definir
que as maiores resisténcias no processo foram ocasionadas pela
membrana e por incrustagao.

Através da andlise da estabilidade do extrato aquoso de prépolis,
verificou-se que os flavondides foram estdveis ao longo do tempo de
armazenamento tanto em temperatura ambiente como sob refrigeracao,
mas foi susceptivel a degradacdo em temperaturas mais altas. Os
compostos fendlicos foram mais sensiveis em todas as condigdes,

ocorrendo uma queda no seu conteddo ao longo do tempo.
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7. Sugestoes para trabalhos futuros

e Avaliar a composi¢do centesimal e qualificar os compostos extraidos
através de espectrofotometria de massas dos extratos de propolis

preparados em pHs alcalinos;

* Estudar outras condi¢des de preparo dos extratos, variando-se as
condi¢des de tempo, temperatura e agitacdo durante a extracdo
avaliando-se a sua influéncia na extracdo dos flavondides e dos

compostos fendlicos;

* Verificar as condicdes da membrana antes e depois do processamento,
analisando-se sua morfologia e verificando-se incrustacao, estabilidade

e integridade da mesma;

* Testar o uso de emulsificantes em diferentes concentracdes para
realizacdo da extragdo da propolis em meio aquoso e analisar a sua

influéncia durante o processo de concentracdo dos extratos.

* Estudar o processo de nanofiltragdo de propolis proveniente de outras

regides do pais, como a propolis vermelha do Nordeste.
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Anexo A — Laudo da prépolis bruta adquirida para o trabalho
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Anexo B - Curvas-padrao utilizadas no trabalho

Curva padrao utilizada para determinacao de flavonéides
Foi utilizada quercetina hidratada na concentracdo de 1 a 100ug/mL para a
construgdo da curva-padrio usada como base para determinacdo da quantidade de
flavondides nos extratos de prépolis. A Figura B1 representa a curva padrdo obtida e

utilizada para os célculos de flavondides.

Curva padrao Quercetina
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Figura B1. Curva padrdo de quercetina hidratada

Curva padrao utilizada para determinacao de polifendis

Foi utilizado 4acido galico na concentracdo de 1 a 100pug/mL para a construgdo
da curva-padrdo usada como base para determinagdo da quantidade de compostos fendlicos
nos extratos de propolis. A Figura B2. representa a curva padrio obtida e utilizada para os

célculos de compostos fendlicos totais.
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Curva padrao Acido gélico

f(x) = 0,01x + 0,02
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Figura B2. Cuva padrao de acido gélico

Curva padrao utilizada para atividade antioxidante pelo método

FRAP

Foi utilizado sulfato ferroso como solu¢do padrio de comparacdo para

determinagdo de atividade antioxidante pelo método FRAP. Sua curva padrao foi construida

através da realizacdo do método utilizando-se sulfato ferroso na concentracdo de 100 a

2000uM no lugar da amostra. A curva-padrdo foi usada como base para determinacdo da

atividade antioxidante dos extratos de propolis. A Figura B3 representa a curva padrio

obtida e utilizada para o cédlculo da atividade antioxidante pelo método FRAP.
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Figura B3. Curva padrio de sulfato ferroso
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Anexo C. Regeneracdo da membrana
Antes da realizacdo dos experimentos com extratos de propolis foi realizada a
circulacdo de dgua destilada para a construcdo de uma curva de permeagdo em funcio da
pressao de processamento. Esta curva estd representada na Figura C1. A medida do fluxo de
dgua deionizada em fun¢do da pressdo transmembrana permitiu a determinacdo da

permeabilidade hidrdulica da membrana de nanofiltracao.
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Figura C1. Curva de permeacio da dgua destilada em funcao do tempo

A Figura C1 mostra o comportamento linear do fluxo em funcdo da pressao
aplicada. Esse comportamento € caracteristico de ensaios com solventes puros, em sistemas
que nao sofrem efeito considerdvel de compactagdo de membranas.

Ap0s cada ensaio de concentracdo dos extratos de propolis foi re-circulada a
dgua destilada a fim de se testar a regeneracdo da membrana apds o processo. Adimitiu-se
uma variacdo de até 10% do fluxo original obtido com &dgua destilada. Os dados de

permeabilidade apds cada ensaio a 6,0 bar estdo expressos na Tabela C1.
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Tabela C1. Diferenca Percentual do Fluxo de permeado apds cada ensaio de

concentragdo de extratos de prépolis

Fluxo (L/(h.m?)) Diferenca (%)
Ensaio 1 63,45 9,96
Ensaio 2 63,30 10,17
Ensaio 3 64,20 8,90
Ensaio 4 63,60 9,75
Ensaio 5 64,20 8,90
Ensaio 6 63,00 10,60
Ensaio 7 67,50 4,21
Ensaio 8 69,30 1,66
Ensaio 9 70,80 -0,47
Ensaio 10 63,45 9,96
Ensaio 11 67,20 4,64
Ensaio 12 69,30 1,66
Ensaio 13 63,50 9,81
Ensaio 14 63,90 9,10
Ensaio 15 67,50 4,21
Ensaio 16 64,20 8,90
Ensaio 17 69,30 1,66
Ensaio Validacao 63,50 9,81

Segundo Cheryan (1998), a permeabilidade hidraulica depende das
caracteristicas da membrana, apresentando, portanto, ampla variacdo de valores para cada
tipo de processo de filtragdo. Além disso, o autor recomenda a utilizacdo de &dgua
deionizada na medida da permeabilidade, pois o valor obtido € afetado pela qualidade da

agua.
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Anexo D. Padroes de Coloracao

Padrdes para os extratos aquosos de prépolis em pH 4,3, 7,7 (alimentagdo),

concentrado e permeado do processamento com membranas e extrato alcodlico.

Permeado

4,3

Alimentagdo

Concentrados

Alcodlico
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Anexo E. Tempos de retengao dos padroes utilizados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia

A Tabela El indica os tempos de retencdo de todos os padrdes utilizados na

metodologia de cromatografia liquida de alta eficiéncia, inclusive aqueles que nao foram

identificados nas amostras.

Tabela E1. Tempo de reten¢@o dos padrdes utilizados no HPLC.

Padroes

Tempo de retencao (minutos)

Acido Cumdrico
Acido Ferilico
Acido trans-cindmico
Apigenina
Acacetina
Artepilin-C
Acido gilico
Acido cafeico
caempferol
crisina
Quercetina

Rutina

10,02
10,92
9,37
43,67
60,29
84,04
3,54
6,67
35,85
51,29
33,89
13,46
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