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Resumo

A propolis € um produto natural rico em flavondides e dcidos fendlicos, além de outros
grupos quimicos, incluindo minerais e vitaminas. Seu extrato ¢ comercialmente encontrado
em solucio alcodlica que apresenta alguns inconvenientes, tanto para o consumo direto
quanto para o uso na industria de alimentos, como o alto sabor residual proveniente da
extracdo feita com dlcool. Uma forma de viabilizar o seu uso é a concentracio do extrato,
que além de ser necessdria para o uso industrial, reduz a quantidade de solvente na solugdo.
Em vista disso, este trabalho visa desenvolver uma nova técnica de concentra¢ao do extrato
da propolis. A técnica utilizada ¢ a de concentra¢do por nanofiltracdo, e foi aplicada em
dois tipos de extratos de prépolis: o alcodlico e o aquoso. A concentracdo feita com cada
um dos extratos teve por finalidade verificar qual dos solventes (dgua ou dlcool) produz
extrato concentrado com maior potencial de utilizacdo pela industria alimenticia. O estudo
deste processo ¢ de grande utilidade industrial, comercial e cientifica, uma vez que a
prépolis apresenta importantes caracteristicas que podem agregar valor aos alimentos,
como os efeitos anti-bacteriano, anti-oxidante, anti-fingico e anti-cariogénico. Uma outra
vantagem da técnica é a utilizacio de baixas temperaturas que leva a uma maior
preservagio dos componentes quimicos em relagdo aos métodos tradicionais que fazem uso
de altas temperaturas para a concentragdo. Foram testadas membranas de nanofiltracio,
ultrafiltracio e osmose reversa em ensaios preliminares. Durante o processamento, foram
avaliados o fluxo de permeado, bem como a retencdo de compostos de interesse € a
variacdo destes parimetros ao se modificar a temperatura, pressdo e velocidade tangencial
durante a concentracdo através de membranas. Os resultados foram positivos, ja que houve
grande retencio de flavondides sendo de aproximadamente 100% para a solugdo aquosa e
94% para a solug@o alcodlica. Andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia
comprovaram estes resultados. Desta forma, o bom fluxo permeado obtido, aliado as altas
taxas de retenciio e baixa colmatagem das membranas tornam o processo vidvel e promissor

para uso industrial.

Palavras-chave: Prdpolis, Concentracdao, Nanofiltragdo, Membranas, Flavondides.
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Abstract

Propolis is a natural product rich in flavonoids and phenolic acids, among others chemical
groups, including minerals and vitamins (pro vitamin A and B complex vitamins). Most
common form of propolis for commercial use can be find as a alcoholic extract, but this
kind of extract has some problems, like the strong taste of alcohol, that practically forbids
its use in the food industry. One method to avoid such restrictions is concentrating such
extract, reducing the rate of solvent in solution. In this context, this project targets
developing a new concentration technique for green extract of propolis produced by
Brazilian's bees. The technique is named concentration by nanofiltration and was applied
in two different extracts of propolis: alcoholic and aqueous.. The concentration resulting
from each one of the extracts was studied to verify which solvent produced the
concentration with higher potencial for use in food industry. The study and results of this
process is extremely important in a commercial, industrial and scientific point of view,
once that propolis has important characteristics which can add therapeutic properties in
aliments, as antimicrobial, antioxidant, anti fungal and anti caries effects, aggregating value
for all type of products. As another advantage of this study, the use of cold method allows
higher retention of the chemical components in comparison of traditional methods that use
elevated temperatures for the extraction. It was tested nanofiltration, ultrafiltration and
reverse osmose membrane in preliminary studies. In the process, it had been analyzed the
permeate's flux, retention of studied components and the variation in differents pressures
and temperatures. The results were positives, once that was possible to observe a big
retention of flavonoids, approximately 100% for aqueous solution and 94% for alcoholic
one. Liquid chromatography of high efficiency was made to quantify and qualify retained
phenolic components. Beside that, the high flux, linear variation with pressure and

temperature and low fowling also demonstrate the viability of the process.

Keywords: Propolis, Concentration, Nanofiltration, Membranes, Flavonoids.
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Introdugdo

1. Introducao

Com o aumento da preocupacdo com hdbitos de vida e alimentares mais
saudaveis, 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, gracas a sua rica composicao
quimica. A propolis em especial, destaca-se quanto as suas propriedades terap€uticas
(antimicrobiana, antiinflamatdria, cicatrizante, anestésica, dentre outras) ¢ quanto a

possibilidade de aplicacdo em industrias de alimentos.

Os compostos fendlicos correspondem a cerca de 50% dos constituintes da
prépolis (KRELL, 1996), variando de acordo com a regido de coleta do produto, ja que a
propolis é derivada das plantas da regifio. Os seus efeitos terapéuticos t€m sido atribuidos
justamente aos diversos compostos fendlicos que estdo presentes, principalmente os
flavonoides (PARK et al., 1998).

O interesse no estudo da prépolis € justificado de duas formas: primeiro devido
as suas caracteristicas de panacéia, que podem também atrapalhar o seu consumo, jd que
muitas pessoas tendem a desconfiar de um produto ao qual se atribuem tantas atividades
biolégicas simultaneamente; segundo, devido ao seu alto valor agregado (PEREIRA;
SEIXAS; NETO, 2002). Um frasco do extrato alcodlico é vendido no Brasil por cerca 10
reais, mas pode chegar a custar 70 délares em Téquio. Os japoneses sdo 0s maiores
consumidores e 0s maiores estudiosos do produto.

Niao existem estatisticas confidveis sobre a producdo de propolis mundial, mas
sabe-se que os maiores produtores mundiais sao a China, Brasil, Estados Unidos, Austradlia

e Uruguai, e que o processamento mensal de prépolis é de cerca de 200 toneladas. O maior
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consumidor mundial é o Japdo , 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 combinado com o mel na elaboracio de xaropes
(SEBRAE, 2006).

O uso do dlcool como solvente extrator apresenta muitas desvantagens, como
forte sabor e contra-indicacdes, assim, € grande o interesse no estudo de formas alternativas
da extrac@o da propolis. O extrato aquoso vém sendo estudado como substituto da forma
tradicional, mas apresenta a desvantagem de extrair menor quantidade de componentes que
o extrato alcodlico. O processo de concentracdo do extrato aquoso poderia ser mais aceito,
ser mais barato e promover seu uso como produto comercial alternativo.

Atualmente os principais usos da prépolis estdo na medicina e nas inddstrias de
cosméticos, e a principal forma de consumo € o extrato alcodlico. Dependendo da
aplicacdo, o solvente utilizado deve ser reduzido ou eliminado, geralmente por liofilizacao,
destilacdo a vdcuo ou evaporacdo (KRELL, 1996). Estes processos de concentragdo
apresentam alguns entraves, como uso de alta temperatura que pode degradar alguns
flavonéides da prépolis e alto consumo de energia. A validacdo de um processo de
concentragdo alternativo que ndo apresente as mesmas desvantagens, seria de grande
importdncia para a inddstria alimenticia e farmacéutica. Assim, surge o interesse no estudo
da tecnologia de membranas na concentracio dos extratos alcoélico e aquoso da prépolis.

O processo de concentracdo por membranas vem crescendo ao longo dos anos
gracas as vantagens de levar a uma purificacdo ou concentracdo de solucdes utilizando
baixas temperaturas, e possibilitando, inclusive, a reutilizacdo de solventes
(GEANKOPOLIS, 2003). A técnica comecou a ser utilizada com a dessalinizacao da dgua
do mar, e com o estudo de novos tipos de membranas, principalmente as membranas

compostas, a capacidade de utilizacdo desse processo vem crescendo de forma intensa para
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muitas aplicagcdes industriais. A eficiéncia dos processos com membranas € diretamente
afetada pela ocorréncia de fouling na membrana e por alguns fatores do processo, como
velocidade tangencial, pressdo, temperatura, turbuléncia, tamanho das particulas e
caracteristicas da membrana. No entanto, a técnica de concentracdo por membranas
ainda ndo foi testada para solugdo de prépolis, podendo revelar-se mais vantajosa que as

outras técnicas utilizadas para a concentragao do extrato.



Objetivos

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudar a viabilidade do uso do processo de membranas poliméricas de
ultrafiltragdo, nanofiltracio e osmose inversa no processamento do extrato aquoso e
alcodlico de propolis, de forma a obter um produto concentrado com menores perdas

nutricionais e sensoriais em comparagcao com os processos tradicionais de concentracdo.

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar a influéncia da variagdo de pH durante a extracao da prépolis
no teor de flavonéides e compostos fendlicos obtidos em solugio;

e Verificar a influéncia da viscosidade na viabilidade do processo de
concentragdo por membranas dos extratos de propolis;

e Avaliar o processo de nanofiltragio na concentracio de extratos de
prépolis, levando-se em consideracio o teor de flavondides e compostos fendlicos
nos permeados e nos retidos;

e Auvaliar a influéncia da pressao, temperatura e velocidade tangencial em
relaciio ao fluxo de permeado do processamento com membranas e em relacdo a

retencao dos flavondides e compostos fendlicos.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Propolis

Entende-se por propolis o produto oriundo de substincias resinosas, gomosas e
balsimicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exsudados de plantas, que sdo
transformadas dentro da colméia com a adi¢ao de cera, pélen e a enzima 13-glicosidase
presente na saliva das abelhas. Neste processo, os flavondides glicosilados sdo
transformados em flavondides agliconas, através de hidrélise (PARK et al., 1998). Sua
composi¢io é de aproximadamente 55% de resinas vegetais e bdlsamos, 30% de cera de
abelhas, 8 a 10% de 6leos essenciais e 5% de pdlen e outros compostos organicos. Como €
um produto proveniente das plantas, sua composicdo depende dos tipos de plantas
acessiveis s abelhas. A prépolis pode mudar de cor, odor, faixa de fusdo (60° - 70°C) e de
composic¢io, de acordo com a regido e estagdo do ano (BRASIL, 2001; KRELL, 1996).
Encontra-se no estado sélido, sendo dura a 15°C e maledvel a partir dos 30°C
(MARCUCCI, 1996; PROPOLIS, 2002).

A prépolis é usada pelas abelhas dentro da colméia para preencher cavidades e
frestas, reparar danos, como regulador térmico, mantendo a temperatura ideal para suas
crias, para reduzir o tamanho da entrada, desinfetar a colméia e os alvéolos onde ¢é 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 sao
importantes, pois aproveitam os efeitos anti-bacterianos e anti-fingicos para proteger a

colénia de doencas (KRELL, 1996; PROPOLIS, 2002).
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Desde a antiguidade, a prépolis jd era utilizada como medicamento popular no
tratamento de feridas e infecg¢des. A histéria da medicina das civilizagdes chinesa, tibetana,
egipcia e também a greco-romana contém, em seus escritos antigos, centenas de receitas
onde entram 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 tltimos
que deram o nome ao produto: pro (em defesa de) e polis (cidade), ou scja, em defesa da
cidade (ou da colméia) (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002; MARCUCCI, 1996).

Apesar do uso ancestral da prépolis, somente nas tltimas décadas foram
intensificados os estudos de suas propriedades, sendo que o nimero de publicagoes sobre o
assunto teve um crescimento quase exponencial, com inicio nas décadas de 80 e 90, além
do grande nimero de patentes registradas sobre o tema. Estas pesquisas foram
intensificadas nos dltimos 30 anos, assim, os artigos cientificos sobre a propolis ainda sao
relativamente escassos. Além disso, muitos trabalhos foram publicados em paises do Leste
Europeu como Bulgiria, Poldnia, Roménia e antiga Unido Soviética, tornando-se de dificil
acesso (KOO, 1996). A quantidade de patentes registradas sobre a prépolis evidencia as
regides com maior interesse no produto. 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 jd era o pais com maior nimero de patentes referentes ao assunto
(98) e o Brasil possuia somente cerca de 3 patentes. No entanto, o pais ocupa posi¢do de
destaque na produgdo e comercializacido do produto e a producdo cientifica sobre este tema

vém aumentando consideravelmente (PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002).
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3.1.1. Atividades Biolégicas da Prépolis

Virios ensaios biologicos destacam as propriedades da propolis como anti-
inflamatéria, bactericida, fungicida, antioxidante, hepatoprotetora, cicatrizante, antidlcera,
anti-cdrie e anestésica, além de sua toxicidade contra células cancerigenas. O uso da
prépolis pode aumentar a resisténcia natural a infecgdes e diminuir a pressdo arterial e nivel
de colesterol (BURDOCK, 1998).

Além de suas propriedades terapéuticas, existe grande interesse na aplicacao da
propolis nas inddstrias farmacéutica e alimenticia na forma de alimentos funcionais. Além
do interesse crescente em alimentos funcionais com origem natural, a prépolis ainda atua
como preservativo do alimento, gragas as suas atividades anti-microbianas e anti-oxidante
(GOMEZ-CARAVACA et al., 2006). Atualmente existem diversos produtos contendo
prépolis comercializados em todo mundo, tais como balas, chocolates, doces, xampus,
cremes para pele, solugoes anti-sépticas, pastas de dente, etc, principalmente no Japao, que
¢ o maior consumidor de prépolis do mundo e onde os estudos da prépolis sdo mais
intensos (PEREIRA; SEIXAS: NETO, 2002; PARK et al., 1998).

Muitas pesquisas foram feitas para se testar a atividade antimicrobiana da
prépolis e verificou-se que as bactérias mais sensiveis a prépolis foram as dos grupos gram
positivos e dcido tolerante. Além disso, o extrato de propolis pode potencializar o efeito de
alguns antibiéticos, como por exemplo a combinagdo com a furangina contra Escherichia
coli (KOO, 1996).

Bonvehi et al. (1993 apud MOURA, 2000) estudaram os diversos compostos da
propolis isoladamente para tentar verificar quais compostos apresentariam atividade
bacteriostatica, mas concluiram que o seu potencial bioldgico é potencializado devido ao

sinergismo que ocorre entre os seus componentes, como os flavondides e os compostos
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fendlicos. Ao estudar a prépolis proveniente de varias regides do Brasil, Silva et al. (2006)
concluiram que a presenca de flavonéides é um fator importante para a existéncia de
atividade antimicrobiana, mas essa relaciao sofre interferéncia de outros compostos
fendlicos no extrato.

Virios estudos foram realizados para se verificar as propriedades anti-oxidantes
da prépolis de virias regides. Kumazawa; Hamasak; Nakayama (2004) compararam as
atividades de prépolis de vdrios paises e verificaram a presenca de baixa atividade na
propolis brasileira. Contudo, ressaltam que ja foram isolados na propolis brasileira muitos
compostos com atividade anti-oxidante. Hd uma grande varia¢do na composi¢do em fun¢ao
da regido de producdo, dessa forma, a prépolis brasileira foi classificada em 12 grupos
diferentes de acordo com a regido de coleta. A maioria dos grupos correspondem a
amostras de prépolis das regides sul e sudeste do pais, sugerindo uma maior diversidade de
propolis nestas regides, como um reflexo da diversidade da vegetagdo. Além disso, foi
observada grande variacdo da composi¢ao quimica da propolis entre os grupos, resultando
em variacdo nas suas atividades bioldgicas. A amostra proveniente do estado de Sao Paulo
(prépolis do grupo 12) apresentou grande quantidade de substancias soldveis, atividade
anti-microbiana para Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans e atividade anti-
inflamatéria elevada em relacdo as amostras de outras regides, associada as altas
concentragdes de flavondides e compostos fendlicos encoentrados (PARK; ALENCAR;
AGUIAR, 2002; MORAES, 2007).

Park et al. (1998) estudaram as atividades anti-microbiana e anti-oxidante para
extratos de propolis preparados com diferentes proporcoes de solvente e constataram que
essas atividades foram maiores para extratos feitos com etanol a 70 ou 80% do que extratos
preparados com concentragoes menores de etanol em dgua ou do que o extrato aquoso.

A prépolis preparada utilizando como solvente tanto o etanol quanto o
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propilenoglicol apresentou boa atividade antifingica mesmo em grandes diluicoes,
provocando a inibi¢ao das leveduras estudadas proporcionalmente a concentra¢do de
propolis utilizada nos testes inibitérios (LONGHINI et al., 2007).

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

importante alimento funcional com atividades anti-carcinogénicas (KIMOTO et al., 2000).

3.1.2. Composic¢ao Quimica

A composicdo quimica da prépolis é muito variada e complexa, nao podendo
ser definida de uma maneira geral, ja que estd relacionada com a vegetacdo de cada regido
de coleta das abelhas. Mais de 200 compostos quimicos jd foram identificados na prépolis,
sendo em sua maioria compostos fendélicos. Como principais compostos ativos podem-se
citar flavondides, dcidos aromadticos, terpendides, aldeidos, dlcoois, dcidos alifdticos e
ésteres, aminodcidos, esterdides, acucares, etc. (ADELMANN, 2005). A familia de
compostos fendlicos abrange vdrias substincias orgdnicas que sdo compostas por um anel
aromdtico e pelo menos um grupo hidroxila, ligado diretamente ao nicleo

(GARDZIELLA; PILATO; KNOP, 2000) como pode ser visto na Figura 3.1:
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Figura 3.1- Estrutura bdsica de um fenol

Os principais grupos de compostos fendlicos encontrados na propolis sao os
flavondides agliconas, os dcidos fendlicos e os ésteres fendlicos (KOO, 1996 apud
BANKOVA et al., 1992). Os constituintes soliveis da prépolis, utilizando-se solventes
orginicos, dividem-se em materiais cerosos (em média 30%), balsamos, 6leos essenciais ¢

derivados fendlicos (em média 60%) (MARCUCCI, 1996).

As principais substincias quimicas encontradas na propolis européia sdao o
acido benzodico e seus ésteres, os dcidos e ésteres fendlicos substituidos, flavondides,
carboidratos, dcidos graxos, terpenos, além de outros. Ji a prépolis brasileira tem uma
composi¢@o quimica bastante distinta da européia e das do restante do mundo. Ela possui
acidos fendlicos prenilados, ligninas, terpenos e dlcoois terpénicos e pequenas quantidades
de flavondides em relagdo ao produto de outros paises. A sua acdo farmacoldgica deve-se,
em grande parte, a presenca dos dcidos fendlicos e derivados (MARCUCCI; WOISKY;;
SALATINO, 1998). Na Tabela 3.1, encontram-se listados o teor de polifendis e de
flavondides de amostras de prépolis analisadas de alguns paises, demonstrando a grande

variabilidade do produto.
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Tabela 3.1- Teores de polifendéis e flavonéides em prépolis de diferentes paises

(Adaptado de Kumazawa, 2004)

Pais Teor polifenois® (mglg) Teor flavonoides® (mglg)
Argentina 2120+89,2 1300+%55
Brasil 120+ 56 519+24
Australia 2690+186,3 1450+ B5
China 298087 147.0+£93
MNova Zeléndia 23T 080 182.0 126
Africa do Sul 995 +44 50.8+038

3 equivalentes de quercetina
P equivalentes de acido galico

Os flavondides sdo quimicamente classificados de acordo com a presenca ou
nao de um anel central, de uma dupla ligacdo no anel e de um grupo hidroxila a ele ligado.
O termo “flavondide” é geralmente usado para descrever vdrios compostos naturais
constituidos por 15 carbonos dispostos numa configuragio C6-C3-C6, formando 2 anéis
aromdticos unidos por uma unidade de 3 carbonos que pode ou ndo formar um terceiro

anel.

Diferem entre si pelo grau de saturacio do anel heteroatdmico, pela posicao (C2
ou C3) do anel aromdtico B e pelos diferentes graus de hidroxilagdo. Essas variagdes estdo
indicadas na Figura 3.2, onde as setas cheias indicam carbonos de mais fécil hidroxilagdo e
setas duplas indicam presenca mais frequente de outros radicais (MARAIS et al., 2006). Na
natureza, sio encontrados basicamente em duas formas: glicosidicas, quando um ou mais
grupos hidroxila estdo ligados a um agticar, e agliconas. Na prépolis normalmente
encontram-se flavondides agliconas, devido a agdo da B-glucosidase, secretada pelas
abelhas, que hidrolisa a parte glicosidica dos flavonéides (KOO, 1996 apud BONVEHI et

al., 1993).
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Figura 3.2- Estrutura quimica de alguns {lavondides.

(a) Flavonas ¢ Flavonéis. (b) Isoflavonas. (adaptado de Stobiecki et al., 2006)

Alguns flavonéides comumente encontrados em propolis sao o campferol, a
quercetina, a isorramnetina e a galangina que pertencem a classe dos flavondis; a apigenina,
a luteolina, a crisina e a tectocrisina sdo exemplos de flavonas; a pinocembrina ¢ uma

flavanona e a pinobancsina é um diidroflavonol (MARCUCCI; WOISKY; SALATINO,

1998). Alguns destes compostos estdo ilustrados na Figura 3.3:
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Figura 3.3- Alguns flavondides presentes na propolis.

(a) quercetina, (b) miricetina

Outro grupo de compostos largamente encontrados na prépolis sdo os dcidos

fendlicos, que apresentam um grupo carboxilico ligado a um anel benzénico e possuem um
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ou mais grupos hidroxila. Estes dcidos sao divididos da seguinte forma: dcidos benzdicos e
acidos cinamicos e seus derivados. O primeiro grupo corresponde aos dcidos fendlicos mais
encontrados na natureza e os dcidos cindmicos sdo os mais encontrados na prépolis
(SOARES, 2002). Alguns exemplos de compostos fendlicos comuns nos produtos apicolas
sdo o dcido gdlico, p-cumdrico, caféico, ferulico e siringico. Os compostos (a) e (b) da

Figura 3.4 sdo exemplos destes compostos.

HO HO

HO HO

o,

COOH HO COOH
@ M (b)

Figura 3.4- Alguns compostos presentes na propolis.

(a) dcido caféico, (b) dcido gdlico

De acordo com os radicais presentes na estrutura dos flavondides e dos
compostos  fendlicos, suas caracteristicas quimicas e fisicas podem variar
consideravelmente. A Tabela 3.2 mostra a variagdo de massa molar de alguns compostos

presentes na propolis:

Tabela 3.2- Massa molar de alguns compostos presentes na prépolis.

Composto Massa molar {(g/mol)
Acido caféico 180,16
Acido fernilico 194,18
Quercetina 302,24
Miricetina 318,24

13
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De acordo com longhini et al. (2007), as substincias presentes na propolis
possuem cardter dcido, considerando-se que elas provocam uma diminuicdo no pH dos
solventes usados na extracdo, como comprovado em testes realizados com etanol e com
propilenoglicol. Entretanto, nao ha estudos que relacionam o aumento da extragdo de

compostos fendlicos e flavondides em diferentes pHs do meio de extracdo.

Atualmente, a prépolis ¢ usada, principalmente, pelas industrias de cosméticos
e farmacéutica. Apesar de o Brasil responder por cerca de 15% da produgao mundial, sendo
que aproximadamente 75% da prépolis produzida é exportada, em sua maioria para o
Japao. Segundo dados de 2002, a producao anual de propolis no Brasil era de cerca de 150
toneladas por ano, incluindo o pais entre os oito maiores produtores. A producao mundial é
de cerca de 10 mil toneladas anuais. No entanto, a propolis brasileira € considerada uma das
melhores do mundo devido as suas caracteristicas sensoriais ¢ ao menor teor de metais
pesados e demais poluentes ambientais (Producdo de mel, 2002; Portal da Cidadania, 2002,
ADELMANN, 2005). Dados da Federacao de Apicultores de Minas Gerais revelam que a
propolis produzida no Estado é considerada a melhor do mundo pelo mercado japonés
(PEREIRA; SEIXAS; NETO, 2002). Devido a alta informalidade e segregacao do setor
apicola nacional, € dificil a obtencao de dados estatisticos mais recentes ¢ precisos
relacionados a producao de propolis no territorio nacional. Além disso, as principais
andlises feitas no setor tém como foco o mel produzido pelas abelhas que ainda € o
principal produto do setor.

Em 2003, segundo dados da SECEX (Secretaria de comércio exterior), o valor
das exportacoes foi da ordem de US$ 3,52 milhdes, sendo que do total comercializado,
63,4% foi destinado ao Japao e 36,1% a China. A lideranga na exportacao foi do estado de

Sao Paulo (US$ 2.4 milhdes), seguido de Minas Gerais (US$ 886,3 mil). O prego médio foi

14
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de USS 95,34/kg, proximo dos USS 94,10/kg praticado em igual periodo de 2005.

3.2. Avaliacao da qualidade da propolis

Segundo Instru¢ao normativa n°3 publicada no didrio oficial da republica
(BRASIL, 2001) a prépolis € classificada quanto ao seu teor de flavondides: baixo teor (até
1,0% m/m), médio teor (entre 1 e 2,0%) e alto teor (acima de 2,0%). Deve possuir aroma
caracteristico (balsamico e resinoso); cor variando entre amarelada, parda, esverdeada,
marrom e outras; sabor caracteristico variando de suave balsimico a forte e picante; e sua
consisténcia a temperatura ambiente deve estar entre maledvel a rigida. As variagdes em
suas caracteristicas se devem a dependéncia da origem botinica. Deve apresentar

granulometria heterogénea e os seguintes requisitos fisico-quimicos:
e Perda por dessecacdo: maximo de 8% (m/m);
e Cinzas: miximo de 5% (m/m);
e Cera: maximo de 25% (m/m);
e Compostos fendlicos: minimo de 5% (m/m);
e Flavonoides: minimo de 0,5% (m/m);
e Atividade de oxidac@io: mdximo de 22 segundos;
e Massa mecanica: maximo de 40% (m/m);
e Soldveis em etanol: minimo de 35% (m/m).

No teste de espectro de absor¢io de radiacdes ultravioleta e visivel, a prépolis
deverd apresentar picos caracterfsticos das principais classes de flavonéides entre 200 e 400

nim.

—
n
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Como a prépolis é um produto de origem vegetal, a variacio da sua composi¢ao
de acordo com fatores ambientais pode ser considerado um empecilho a sua utilizagio.
Dessa forma, tém sido estudadas formas prdticas e rdpidas de andlise da propolis em
laboratério para fins de controle de qualidade. Uma das técnicas utilizadas € a determinacao
de flavondides totais por espectrofotometria através do uso do cloreto de aluminio. Esse
método € preciso, mas apresenta desvios em relag@o ao teor real de flavondides. Os valores
medidos por este método e o valor real sdo mais préximos quanto maior a concentragao de
flavonéides na amostra. No entanto, essa limitagdo ndo invalida o método para fins de
controle de qualidade (MARCUCCI; WOISKY:; SALATINO, 1998). Amostras de prépolis
coletadas no estado de Sao Paulo foram analisadas por este método e foi encontrado teor de

flavonéides na faixa de 2,5% (WOISKY, 1996).

O grande potencial de uso da prépolis faz aumentar o interesse em controle de
qualidade e padronizacdo das preparagGes. Para as andlises, geralmente sdo usadas as
técnicas de cromatografia gasosa, espectrofotometria de massa e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) que sdo métodos analiticos complexos, dependem de padroes e

caros (BRUSCHI; FRANCO: GREMIAO, 2003).

3.3. Métodos de Extracao

A prépolis bruta contém substincias soliveis em 6leo, em dgua e também
aquelas soliveis em o6leo e dgua, mas a maioria dos componentes da prépolis sao
substincias soliveis em 6leo, por isso, 0 método de extracao de propolis mais utilizado € o
que utiliza o dlcool etilico hidratado como solvente, jd que a prépolis apresenta baixa
solubilidade em dgua (JUN, 2006). No entanto, esse extrato possui vdrias desvantagens

como o alto sabor residual, pode causar reacdes adversas e contra indicagdes, como
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também a restricio do comércio deste produto em alguns paises (KONISHI et al., 2004).
Além da extracdo convencional com dlcool etilico, outro método que tem sido considerado
promissor na extracdo de flavondides da prépolis € o que usa alta pressdo hidrostdtica a frio
(100 a 800 Mpa), que além de usar baixas temperaturas ainda proporciona maior extra¢io
em menor tempo (XI; SHOUQIN, 2007).

Apesar da baixa solubilidade, diversos estudos tém sido feitos na tentativa de
viabilizar o uso da dgua como extrator da préopolis. Entretanto, a prépolis em solugio
aquosa apresenta menor quantidade de flavondides, sendo que essa concentracdo aumenta
conforme o aumento do teor alcodlico até o nivel de 80% de dlcool no solvente; nio
apresenta atividade anti-microbiana; possui baixa atividade anti-oxidante (ligada ao teor de
flavondides) e ndo apresenta atividade inibitéria da enzima hialuronidase, que estd
relacionada com o processo inflamatério em tecido animais (PARK et al., 1998).

Assim, é grande o interesse dos pesquisadores em produzir um extrato de
propolis com as mesmas qualidades do extrato alcodlico, mas sem as desvantagens do
mesmo. Uma opcdo que tem sido usada é a adicdo de tensoativo ou substincia com uma
extremidade polar e a outra formada por uma cadeia parafinica longa, diminuindo a tensao
interfacial entre as substincias presentes na propolis e o meio, ajudando a solubiliza-las
(KONISHI et al., 2004). Panciera et al. (2004) fizeram um estudo do uso de goma xantana,
goma guar e de lecitina de soja como emulsificantes da prépolis em solucido aquosa,
obtendo uma melhora significativa na extracdo aquosa de flavondides e compostos
fendlicos, quando se utilizou a lecitina de soja na concentracdo de 5 mg/mL. No entanto,
acredita-se que seja possivel uma extracdo melhor com o uso desse emulsificante apos
testd-lo com outras concentragoes e diferentes pHs.

Konishi et al. (2004) estudaram o uso de dgua e tensoativos como forma de

substituir a maior parte do dlcool utilizado como extrator. Estes autores utilizaram
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polissorbato, laurilsulfato de sédio, propilenoglicol, polietilenoglicol e dgua deionizada em
diferentes combinacoes como substitutos do dlcool na extragcdo. Todas as amostras testadas
foram eficientes na extragiio dos principios ativos presentes na propolis e na atividade anti-
microbiana, testada pela inibicio de Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans.

Outro método usado, mas em menor escala, é o de extracdo com gds carbdnico
ligiiefeito. Como o gds carbdnico ligiiefeito apresenta a propriedade de dissolver bem as
substincias oleosas, a soluc¢iio obtida ird apresentar maior quantidade desses componentes
oleosos em comparagdo com a prépolis convencional, mas sem o cheiro forte caracteristico,
uma vez que o processo nao utiliza o dlcool, eliminando assim um dos problemas da
propolis de solugio alcodlica (SUZUKI, 2000). Outra forma de extracdo que vem sendo
estudada utiliza altas pressdes hidrostdticas combinada com a extracdo etandlica que
propicia um tempo de extracdo muito menor, em compara¢lio a extra¢do em condic¢des
ambiente (um minuto em relagdo a sete dias no processo convencional) e produz um
extrato com niveis equivalentes de flavondides, compostos fendlicos e atividade
antioxidante (XI; SHOUQIN,2007). Além destes métodos ainda existe o método de
extra¢iio com propilenoglicol, que s6 difere da extracdo alcodlica em relagcdo ao solvente

utilizado (KRELL, 1996).

Para diminuir o tempo de extracdo, alguns fabricantes e pesquisadores fazem a
extracdo a quente. Porém, algumas classes de flavonéides, principalmente os acilados, sao
sensiveis a temperatura e podem sofrer degradacdo durante o processo (STOBIECKI:
KACHLICKI, 2006). Esse fator também deve ser levado em consideracao ao se fazer a

escolha pelo melhor método de concentragao do extrato.
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3.4. Tecnologia de Membranas

Os processos de separagdo por membranas representam um novo tipo de
operacao unitdria, substituindo alguns processos mais convencionais de separacdo, como a
evaporacd@o e a destilagdo. Membranas podem complementar ou ser uma alternativa para
varios processos quimicos como destilagdo, extracdo, adsorcdo, entre outros. Algumas
vantagens da filtragdo com membranas sdo: baixo consumo de energia, separac@o continua,
simplicidade de aumento de escala e a tecnologia pode ser usada praticamente para todo
tipo de separacdo ( DZIEZAK, 1990; BITTER, 1991; RIJN, 2005).

Em sistemas convencionais de filtracio, o fluido escoa perpendicularmente ao
elemento filtrante, aumentando o tempo de processo e depdsito de solutos sobre a superficie
da membrana, sendo necessdria limpeza mais freqiiente e manuten¢do. Em sistemas
tangenciais, o escoamento ¢ paralelo @ membrana, possibilitando o arraste dos solutos
acumulados sobre a membrana. Neste sistema, a corrente de entrada € separada em duas
correntes de saida chamadas de correntes de permeado e corrente de retentado que
representam, respectivamente, a parte da solu¢iio que atravessa a membrana e a parte da
solucao concentrada com os solutos, que nao permeia a membrana. A formacdo das duas
correntes ocorre sem mudanca de fase (RAUTENBACH; ALBRECHT,1989; RIIN, 2005).

A separagdo por membranas pode ocorrer de duas formas: diferenca na
interacdo dos compostos em solucdo com o material que compde a membrana,
caracterizando um mecanismo de sorcao-difusdo ou devido a diferenca de tamanho entre as
particulas. No caso do mecanismo de sor¢iio, as membranas sdo consideradas densas e no
caso da diferenca de tamanho das particulas, as membranas sdo consideradas porosas, € o
transporte do permeado ocorre através dos poros, caracterizando um transporte convectivo

(OLIVEIRA, 2007).
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Esse processo é baseado no principio da permeagio seletiva de moléculas de
soluto em membranas semi-permedveis poliméricas ou inorginicas. Dessa forma, a
membrana permite a passagem de certos componentes € retem outros presentes na solugdo.
A diferenca de seletividade de cada membrana estd relacionada com o tamanho das
particulas da soluc¢@o, ao tamanho do poro da membrana e as suas interagdes, como a
difusividade do soluto e cargas elétricas. A forca motriz para a transferéncia de massa
através da membrana € a pressao mecdnica (MAROULIS; SARAVACOS, 2003).

Apesar do uso de membranas ter comecado a ser utilizado no meio cientifico
desde o século dezoito para comprovacdao de teorias fisicas ¢ quimicas, fol apenas em
meados de 1960 que alguns elementos da tecnologia de membrana foram relatados. Mesmo
assim, por ser um processo inseguro, muito lento, pouco seletivo e muito caro, era utilizado
apenas em pequenos laboratérios e aplicacoes industriais especializadas. O descobrimento
de novas membranas com o passar dos anos fez com que esse processo tivesse validade e
viabilidade tanto em aplicacdes laboratoriais como industriais (BAKER, 2004).

A escolha dentre os vdrios métodos de separacdo por membranas € arbitraria e
depende muitas vezes do uso e convengio do processamento. Pode-se distinguir os vdrios
métodos — microfiltragdo, ultrafiltracdo, nanofiltracio e osmose reversa - pela pressao
hidrdulica necessdria para que ocorra o processo de transporte. Entretanto, a natureza da
membrana também controla os componentes da solu¢do que serdo permeados e quais serio
retidos, conforme ilustrado na Figura 3.5. Idealmente, a osmose reversa retém todos os
componentes, permeando apenas o solvente, enquanto a ultrafiltracdo retém apenas
macromoléculas ou particulas maiores que 0,01 Pm. Dessa forma, a osmose reversa ¢
caracterizada como um processo de recuperacdo de solvente enquanto a ultrafiltracio ¢
considerada um método de purificaciio, concentragdo e fracionamento de macromoléculas

ou suspensdes coloidais. A microfiltracdo € normalmente usada para clarificacio e
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separagiio de particulas suspensas. Nanofiltracio é um processo compreendido entre a
osmose reversa e a ultrafiltracdio em que ocorre a permeac@o apenas do solvente e de

pequenos ions monovalentes (MANNAPPERUMA, 1997,CHERYAN, 1998, RIIN, 2005).

particulas em Macro - acticares sais mono-
suspensio moléculas sais divalentes valentes
J pm 50 nm 10 nm I nm 0.1 nm

microfiltracio  ultrafiltracio  nanofiltracio osmose reversa

Figura 3.5- Processos com membranas, limites de separaciio ¢ compostos retidos

Adaptado de Petrus (1997), Cheryan (1998) e Rijn (2005)

O tamanho médio do poro da membrana € dado na literatura e pelos fabricantes
através da massa molecular de corte, representando a massa molar do menor componente

retido (CHERY AN, 1998).

Em resumo, esses processos podem ser classificados de acordo com a pressao
utilizada no processo ou com o tamanho da molécula ou particula a ser separada da solugio
ou suspensdo, variando assim o tamanho do poro da membrana As Figuras 3.6 e 3.7

indicam as faixas de trabalho para cada proceso (MAROULIS; SARAVACOS, 2003).
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Figura 3.6- Tamanho de particulas separadas por cada processo

(Adaptado de MAROULIS: SARAVACOS., 2003)

microtitiacso | [l
Uttrafittragio -
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S — ——————— |
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Press3o de Operagao (bar)

Figura 3.7- Pressiio de operagi@o para cada processo

(Adaptado de MAROULIS; SARAVACOS, 2003)

Normalmente as membranas sdao confeccionadas a partir de diferentes materiais

como polimeros, materiais inorgdnicos, compostos de metais e ceramicas. Além disso, elas
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podem ser divididas em geragoes, de acordo com a sua evolucdo. As membranas de
primeira gera¢iio sdo as mais utilizadas em osmose reversa para dessalinizagio da dgua do
mar ¢ sdo preparadas a partir de acetato de celulose e sdo mais sensiveis ao pH, temperatura
e agentes quimicos de limpeza, além de apresentar sensibilidade a alguns microorganismos
(biodegradabilidade). As de segunda geracio sdao compostas por polimeros sintéticos e sao
mais resistentes a acdo de dcidos e bases fortes, e também a temperaturas mais altas, até
100°C. A desvantagem desse tipo de membrana € a baixa resisténcia a desinfetantes a base
de cloro e a compactacdo mecanica. As membranas de terceira geracao sdo constituidas de
materiais ceramicos; sdo termicamente estiaveis (até 400°C), tolerincia a toda a faixa de
pHs, sdo mais resistentes ao desgaste fisico. Em todas as geracdes, pode ocorrer o
entumescimento da membrana provocado pela dgua absorvida, problema em muitos
materiais constituintes de membranas, jd que a dgua provoca um aumento no tamanho do
poro, provocando menor retencdo e mudanca na seletividade. (PETRUS, 1997,
CHERYAN, 1998, RIJN, 2005).

Os dois principais tipos de membranas sdo as isotrépicas, que possuem material
estrutural homogéneo, tendo poros e material uniformes em toda a membrana ¢ as
anisotrépicas, que nio sdo homogéneas. Na tecnologia de nanofiltragdo sao usadas as
membranas anisotrépicas. Os principais exemplos de membranas anisotropicas sdo as
membranas assimétricas (usualmente de acetato de celulose) e as membranas compostas
(usualmente de poliamida) (SILVA, 1995).

As membranas podem ser classificadas em homogéneas e heterogéneas de
acordo com a estrutura dos poros paralela e perpendicularmente a superficie da membrana
ou em simétricas e assimétricas, de acordo com a simetria presente perpendicularmente a
superficie da membrana. Além dessas classificacoes, a configuragio do mdédulo, que da

suporte ¢ acondiciona a membrana, representa mais uma varidvel importante. As formas
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mais comuns de mddulos sdo: tubular, pratos (plate-and-frame), espiral, e capilares
(OSADA; NAKAGAWA, 1992). Cada um dos tipos de médulos apresenta vantagens e
desvantagens, que devem ser analisados de acordo com o tipo de processamento ¢ material
processado.

A limpeza e sanitizacio da membrana garantem as condigdes higi€nico-
sanitdrias do processo e também servem para impedir o crescimento microbiano e
restabelecer o seu fluxo inicial, otimizando o processo. A freqiiéncia da limpeza depende
do processo e deve ser feita de forma a restituir o fluxo inicial. No entanto, a recomendagio

€ que seja feita no minimo a cada final de processo. (CHERYAN, 1998).

3.4.1. Fenébmenos envolvidos no processo

Nos processos de separa¢do por membranas, normalmente ocorre um declinio
do fluxo de permeado com o tempo. Esse declinio geralmente € resultado de alguns
fendbmenos decorrentes do processo, como a polarizacio da concentragio, formagdo de

camada de gel e entupimento dos poros (MIRANDA, 2005).

A polarizagio por concentracio ¢ um fendmeno reversivel resultado do
acimulo de solutos na superficie da membrana, aumentando sua concentragao de acordo
com o tempo de processo. O fendmeno, ilustrado na Figura 3.8, pode ser definido pelo
gradiente de concentracdo formado entre a regido proxima a membrana, com alta
concentragio de solutos e a regido por onde passa a solucdo de alimentagio. Esse gradiente
formado € compensado por uma difusdo desses solutos no sentido contririo ao do solvente,
formando a zona de polarizagdo provocando diminuicdo no fluxo. A retencao de solutos
pode ser tdo alta que é formada uma camada de gel na membrana, principalmente em

solugdes que envolvem proteinas. A camada de gel € caracterizada quando ndo hd mais
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variacido na concentracao de particulas junto 8 membrana. O fendmeno € reversivel pois ao
se reduzir o fluxo a zero, o gradiente de concentracdes deixa de existir (SCHAFER; FANE;

WAITE, 2006).

A polarizacdo é mais acentuada nos processos de ultrafiltracdo e microfiltragao,
devido aos altos fluxos e baixos coeficientes de transferéncia de massa. Esse efeito ndo
pode ser evitado, mas a reducdo de fluxo pode ser minimizada ao se controlar as condi¢des
operacionais, como baixa pressdo e alta turbuléncia na superficie da membrana (PETRUS,

1997: RODRIGUES, 2002: MIRANDA, 2005; SCHAFER; FANE; WAITE, 2006).

A

Zona de Polarizacgéo
-] ¢

Perfil de concentracao '

Camada de Gel

Fluxo de Membrana
Alimentagao

Figura 3.8- Esquema de formacio de camada gel na membrana

(Adaptado de Petrus, 1997; Cheryan, 1998)

O entupimento dos poros, ou fouling, ocorre pela penetragdo de solutos nos
poros da membrana. Esse fendmeno relaciona-se a polarizagao por concentragio, apesar de
serem fendmenos diferentes, jd que o fouling ¢ resultado de um acimulo de solutos na
membrana de forma irreversivel, ou seja, ndo é removido ao se zerar o fluxo (SCHAFER;

FANE: WAITE, 2006). A intensidade do fouling depende do tipo de membrana,
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concentraciio e solutos presentes na solugiio, temperatura, pH e tempo de operagdo. A
colmatagem s6 pode ser eliminada nas operacdes de limpeza, com substincias detergentes,

solucdes alcalinas ou 4dcidas e agentes oxidantes (PETRUS, 1997; RODRIGUES, 2002).

3.4.2. Nanofiltragao

A nanofiltracio é uma operacdo unitaria de separacdo por membrana que
permite uma grande variedade de usos: recuperagdo dos solventes da filtragem de 6leos;
separacdo e reuso de catalisadores na industria farmac@utica; troca de solventes na industria
quimica (GEENS et al., 2006), concentragdo e purificacio de extrato etandlico de xantofila,
que apresenta grande importincia para a industria farmacéutica e alimenticia (TSUI;
CHERYAN., 2007) e concentragio de vinhos (BANVOLGYI et al.,, 2006) e sucos
(VINCZE; STEFANOVITS-BANYAIB: VATAI, 2006) na indistria de alimentos.
Algumas aplicacdes tipicas de nanofiltragdo sdo a remogao de sais polivalentes de solugdes
e a separacao de 4cidos de solugdes de acticares, resultando em produtos mais puros e com
maiores concentragdes (RIJN, 2005).

A for¢a motriz que provoca o escoamento através da membrana € a diferenca de
pressio efetiva entre o lado da retencdo e o lado do permeado. A pressdo efetiva € a
diferenga entre a pressdo hidrostdtica (P) e a pressdo osmotica (I1).

A osmose é um processo no qual um solvente ¢ transportado através de uma
membrana, como resultado de uma diferenga na concentracdo trans-membrana. Se o
sistema ndo sofrer influéncia externa como uma remog¢ao do excesso de solvente, entdo a
diferenca de pressdo hidrostdtica serd estabilizada até o ponto em que o transporte de
soluciio seja zero. Esta condi¢do € conhecida como equilibrio osmético e a correspondente

diferenca de pressdo é chamada de pressdao osmoética. O equilibrio osmético ¢ um equilibrio
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hidrodindmico: o solvente continua passando através da membrana, mas o fluxo é o mesmo
em ambas as direcoes (RAUTENBACH; ALBRECHT, 1989).

Se for aplicada uma diferenca de pressdo trans-membrana maior que a
correspondente ao equilibrio osmético, o fluxo de solvente € revertido, ou seja, a solucao
com maior concentracao serd ainda mais concentrada. (RAUTENBACH; ALBRECHT,
1989).

A taxa de solucd@o que passa através da membrana depende das propriedades da
membrana, da temperatura da solucdo, da diferenca entre a pressdo aplicada e a pressio
osmotica das solucdo concentrada e diluida. A pressao osmdtica € proporcional a
concentracdo da solutos e depende das espécies idnicas presentes (AMIJAD, 1993,
RAUTENBACH; ALBRECHT, 1989).

O desenvolvimento de membranas assimétricas e a fabricacdo de membranas
seletivas feitas a partir de uma variedade de materiais sdo as duas principais razoes do
sucesso do processo de filtragio e concentragdo por membranas e do aumento dos
processos industriais que puderam ser desenvolvidos com essa tecnologia (RIJN, 2005).

Os pardmetros mais importantes que afetam os custos de Investimento e
operagdo em nanofiltracdo sdo a taxa de recuperagdo, que expressa a eficiéncia da
membrana em remover sais e outros componentes da solugdo e afeta diretamente o
tamanho, custo e poténcia dos equipamentos usados no processo; ¢ a membrana utilizada
(PILIPOVIK; RIVEROL, 2005).

As membranas para um sistema de nanofiltracdo sio feitas para concentrar
componentes com peso molares maior que 300Da e sao mais seletivas que as membranas
de osmose reversa. As primeiras retém as moléculas dissolvidas e fons polivalentes, mas
deixam permear os fon monovalentes. Dessa forma, enquanto os processos de osmose

reversa operam na faixa de 35 a 100 bar, a nanofiltragdo opera na faixa de 10 a 30 bar,
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proporcionando menor custo (MAROULIS:; SARAVACOS, 2003).
A membrana ideal para os processos de separagdo deve apresentar as seguintes

caracteristicas (PILIPOVIK; RIVEROL, 2005, SILVA, 1995):

e alto fluxo de solvente;

e altarejeic@io aos sais monovalentes e metanol/ etanol ;

e resistente ao cloro e outros oxidantes, importante para limpeza do

equipamento;

e resistente a ataque bioldgico;

e resistente aos materiais suspensos e coloides;

e baixo Custo;

e fdcil de formar filmes e cavidades;

e tolerante a altas pressoes;

e (uimica, fisica e termicamente estdvel;

e resistente a altas temperaturas (esterilizacdo).

Uma unidade de separac@o por nanofiltracdo é normalmente constituida de um
cartucho de membrana, uma bomba de alimentagio e tubulagdes distintas para o retentado e
o permeado, além de mandmetros e termdmetros. A recirculacido do produto concentrado ¢é
necessdria quando se precisa manter alta vazdo de alimentacdo a fim de aumentar a
eficiéncia da separacdo. A Figura 3.9 esquematiza um processo de separacdo com

mebranas.
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Permeado
A
Tanque de
Alimentacao - >
A Bomba Membrana
\ 4
Retentado

Figura 3.9- Esquema de um processo de separacdo por membranas.

Pode ocorrer redu¢ao no fluxo de permeado devido a compactagdo da
membrana, polarizacio da concentraciio ou pelo “fouling” (ocasionado pelo acimulo de
componentes da alimentagdo na superficie ou nos poros da membrana). Este fenémeno
pode ser reduzido pela selecio da membrana adequada, configuragio do processo e fluxo
de alimentagiio. As proteinas e as gorduras sao as principais causadoras de fouling em

membranas.
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3.4.3. Principais parametros de processo

O fluxo de permeado nos processos de separagdo por membrana sdo
principalmente afetados pela pressdo, concentracio da alimentagdo, temperatura e
velocidade tangencial. Além disso, um aumento na concentracao de solidos na solucdo
retida causa um aumento na sua viscosidade e densidade, provocando uma diminuicao na
difusividade do soluto. Dessa forma, o fluxo de permeado tende a diminuir conforme
aumenta-se a concentracdo do retido. Alguns parimetros sd@o usados para quantificar e

comparar a eficiéncia do processo :

Fluxo de Permeado (J) — Representa o volume de produto permeado que

atravessa a drea da membrana em um determinado tempo:

g Yy 3.1)
= ( .
LA,

onde: V, = massa do permeado
t = tempo
A, = drea da membrana

Pressdo transmembrana (Pm) — Definida pela diferenca entre a pressao exercida
na linha do retentado e na linha de permeado. Ao se trabalhar com unidades laboratoriais
que simulam o escoamento tranversal, a pressao de safda geralmente a pressao atmosférica,
enquanto ao se trabalhar com cartuchos de membranas, deve-se considerar a média da
pressio dentro do médulo. E considerada, na pritica, como a média das pressées de entrada

e de saida do retentado na membrana (Cheryan, 1998).

P +P
P,=—%5— (32
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onde: P. = pressao de entrada
P, = pressio de saida
Indice de Retencao — Este indice fornece a capacidade da membrana em
reter um determinado componente, sob condicdes de operacio pré-estabelecidas. E definido

pela equacgao 3.3:

Cp
= l—c— (3.3)

r

onde C, = concentragdo do componente no permeado
C, = concentracdo do componente no retentado

Fator de Concentragdo — Determina a relacdo entre as massas do produto

retido e da alimentacao, determinando a extengdo do processo de nanofiltragao:

mﬂ
F= = (3.4)

r

onde: m, = massa da alimentacao

m, = massa do retido
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4. Material e Métodos

4.1. Propolis

Foi utilizada prépolis verde bruta da regido sudeste do pais, proveniente de
colméias de abelhas da espécie Apis mellifera do interior do estado de Sao Paulo. As
caracteristicas da prépolis utilizada, dadas pelo produtor, estdo indicadas no Apéndice 1.

Alencar (2002) estudou a origem botanica de prépolis de diversas regides e
constatou que a prépolis do estado de Sdo Paulo € possivelmente proveniente da espécie
vegetal B. Dracunculifolia e é a que possui maior valor para o mercado externo devido a
constatacao da presenca dos compostos fendlicos dcido cumdrico, dcido ferrilico, kanferol,
apigenina e kanferide, sendo que esse ultimo composto normalmente apresenta
concentra¢cdes muito superiores as propolis das outras regides do pais. Além disso, a
propolis dessa regido apresenta maior atividade antioxidante correlacionada aos flavonoéides

que ja foram identificados no extrato.

Toda a propolis utilizada neste trabalho foi adquirida dos Apidrios Baldoni,
situados na regidao de Campinas, com a precaucao de que toda a propolis a ser consumida
no trabalho fosse de um mesmo lote, ou seja, produzida na mesma regiao e época do ano,
para que houvesse diminuicdo da variabilidade quanto ao clima e flora utilizada na sua
producdo. Foi entao acondicionada sob refrigeracdo a 4°C e posteriormente triturada e

homogeneizada para extragao.

d
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4.2. Preparo dos extratos

A solucdo etandlica de prépolis foi preparada pela mistura da prépolis bruta
triturada em liquidificador convencional, seguida de homogeneizacdo manual e pesada
utilizando-se balangca semi-analitica (Marte AM 5500), com dlcool etilico 80%. A solucao
foi feita utilzando-se 20% de prépolis bruta para 80% de dlcool etilico. A mistura poderia
ser mantida em temperatura ambiente, sofrendo agitagdes manuais e periddicas por trés
dias. Entretanto, para uma melhor extracdo, recomenda-se que a propolis seja extraida por
um perfodo entre uma e duas semanas. Neste trabalho esta etapa teve a duracio de sete dias.

Apo6s esse periodo, o o material foi centrifugado em equipamento
Beckman -allegra 25-R a 8800g por 10 minutos a 20°C. O sobrenadante foi separado e
mantido sob refrigeragdo a 4°C por 3 horas. A seguir, a solucdo foi filtrada em papel de
filtro qualitativo para a remogdo de ceras. Finalmente, o liquido foi armazenado sob

temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

O preparo da solugdo aquosa seguiu o0 mesmo procedimento empregado para a
solucdo alcodlica, utilizando-se dgua deionizada. O fluxograma representado na Figura 4.1

indica as principais etapas do processo de preparo e caracterizagio dos extratos de propolis.
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Propolis Bruta

!
v
Trituragao
|
80% solvente + 20% propolis

Alcool 80% ou -

Agua deionizada

Homogeneizacido

v
Extracao

7 dias, Temp. ambiente

v
Centrifugagido
8800g , 10 min.

h 4
Refrigeracao
4°C 3 horas

v
Filtragem
b 4 b 4
Anilise Viscosidade e Anilise Flavondides e
Densidade Compostos fenolicos

Figura 4.1- Fluxograma de processamento e andlise dos extratos de propolis
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4.3. Caracterizacao fisico-quimica dos extratos obtidos

4.3.1. Determinacdo da viscosidade e densidade das solugdes

Para verificar a influéncia da concentracao no aumento da viscosidade, foi feita
uma concentragao por evaporagao do solvente dos extratos aquoso e alcodlico da propolis.
O solvente foi evaporado em chapa aquecida a 110°C durante o tempo necessdrio para
atingir a concentracao desejada. Foram preparadas e analisadas amostras em triplicata com
solucoes que foram submetidas a evaporacio de 10, 20 e 40% de solvente.

Foi utilizado viscosimetro de tubo do tipo Canon-Fenske, ilustrado na Figura
4.2, por se tratar do instrumento mais adequado para medir a viscosidade de fluidos
newtonianos que operam sob gravidade, ji que permite a obtencdo da viscosidade de

fluidos de forma rdpida e pratica.

Figura 4.2- Viscosimetro Canon-Fenske.

Para o cdlculo da viscosidade utiliza-se a seguinte equagao:

doe
S=Kt @
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onde, u = viscosidade do fluido (Pa.s)

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

t = tempo de escoamento (s)

O determinacdo da densidade das solugdes foi feita utilizando-se picnémetro
de 10 mL, previamente calibrado com dgua destilada a 25°C. Foram medidas as massas
dos picnémetros vazios e posteriormente, com dgua destilada. A densidade da dgua a 25°C
foi considerada 997,08 kg!m"’ (PERRY; CHILTON, 1973) e o volume foi calculado pela
relacio V=m/p, onde m representa a massa de dgua destilada no picnémentro e P sua
densidade. Com os dados do volume do picnometro, foi medida a massa do picnémetro
tendo-se seu volume completado com as solugdes em estudo e entdo, foi feito o cdlculo da
densidade.

A confirmacdo da viscosidade de cada uma das solucoes foi feita pela
comparaciio entre a medida feita com o viscosimetro e aquela feita a 25°C com o redmetro
de tensio controlada Carri-Med SL2 500 (TA Instruments, USA), utilizando-se geometria

inoxidavel cone-placa de 6 cm de diametro.

4.3.2. Determinacgédo de flavonoides totais

A determinag@o baseia-se na formagdo de um complexo flavonéide-aluminio,
estdvel, que promove um desvio do espectro de absorcao dos flavondides (efeito
batocrémico). Assim € possivel a determinacdo da quantidade de flavondides sem a
interferéncia de outras substancias fendlicas, especialmente os dcidos fendlicos
(MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998; PARK et al.,, 1998; FUNARI: FERRO,

2006; WOISKY, 1996). A quantificacao € feita considerando como base uma curva padrio
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de quercetina hidratada, usada como substincia de referéncia, ja que ela é um dos
flavonodides comumente encontrados em plantas. A Figura 4.3 mostra a reacao de formacao

do complexo flavonéide-aluminio.

HO
) __AlI

CH \

AlCl3

HO o |

Oy O

A2+
Figura 4.3- Formacio do complexo flavonéide-aluminio

(Adaptado de MARCUCCI; WOISKY: SALATINO, 1998)

A metodologia utilizada foi descrita no Boletim Informativo da Associacao
Japonesa de Sadde e Nutri¢do (1994) e por Park et al. (1995), ambos citados por Moura
(2000). Em tubos de ensaio contendo 0,5 mL do extrato de propolis previamente diluido na
proporcio de 1:10 foram adicionados uma solugdo de 0,1 mL de nitrato de aluminio 10%,
0,1 mL de acetato de potdssio Imol/L e 4,3 mL de dlcool etilico 80%. As amostras foram
homogeneizadas e apds 40 minutos foi feita a leitura espectrofotométrica a 415 nm. Para o
tubo controle foi utilizado 0,1 mL de dgua destilada no lugar do nitrato de prata. Para o
branco foi utilizada uma solu¢ado aquosa de cloreto de aluminio.

A curva padrao foi preparada utilizando-se solu¢do de quercetina em
concentracoes de 5 a 110 Mg/mL, e estd ilustrada no Apéndice II. Os valores de
flavondides totais foram expressos como equivalentes de quercetina (mg/g).

Apesar do método colorimétrico para a determinagio de flavondides totais,
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através do nitrato de aluminio, ser rdpido e préitico, nao € um método extremamente
preciso, jd que o efeito batocromico (desvio para maiores comprimentos de onda e
intensificacdo da absor¢do) da absorcio causado pelo complexo com aluminio ndo €
uniforme para todos os flavondides. Isto porque, a formacdo de quelatos entre o aluminio ¢
os flavondides ocorre de forma diferente, dependendo do flavondide (Marcucci et al., 1998,
Oldoni, 2007, Koo, 1996). Desta forma, dependendo da composicdo de flavonodides, os
resultados podem ser sub ou super estimados.

Para a confirmacido dos dados espectrofotométricos obtidos, foi feita uma
quantificagdo de flavondides totais, usando o método de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC), conforme descrito no item 4.3.4.

4.3.3. Determinagado de substancias fenolicas totais

A determinacdo de polifendis no extrato de propolis foi feita pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (KUMAZAWA:; HAMASAK; NAKAYAMA, 2004),
que se baseia no principio da reacéo de redugio dos dcidos fosfotingstico e fosfomolibdico
em meio alcalino a 6xidos de tungsténio e molibdénio pelos compostos fenélicos, formando
um complexo de cor azul, com absor¢do maxima em 760 nm.

Em tubos de ensaio foram misturados 0,5 mL da solucdo de prépolis diluida em
1:10 com 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 0,5 mL de Na,Cos a 10%. As amostras
foram homogencizadas e mantidas em temperatura ambiente, sob o abrigo da luz por 1 hora
para posterior leitura espectrofotométrica a 760 nm. Para elaboracao da curva padrao,
utilizou-se solucdo de dcido gilico dissolvido em dgua destilada na concentragdo de 5 a 200
Mg/mL. A curva padrdo obtida estd ilustrada no Apéndice 2 e os valores de compostos

fendlicos totais foram expressos como equivalentes de dcido gdlico (mg/g).
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4.3.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As andlises por HPLC foram feitas de acordo com o método descrito por
Alencar (2002) e Park et al. (1998). Pequenos volumes dos extratos a serem analisados
foram injetados em um cromatégrafo liquido acoplado a um detector de arranjo de
fotodiodos a 260 nm e uma coluna de fase reversa C18 (250 x 4.6 mm) com tamanho de
particula de Spum. A fase movel utilizada foi dgua/dcido acético (19:1, v/v) (solvente A) e
metanol (solvente B), com vazao constante de | mL/min. O gradiente iniciou com 30% do
solvente B, passou 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-se software computacional

Chromatography Workstation (Shimatzu Corporation, Japao).

4.3.5. Determinacao da influéncia do pH na composigao dos

extratos

Enquanto € feita a extracdo das solucoes dos extratos de prépolis ocorre uma
variacdao do pH da solucio, decorrente da extracdo das substincias fendlicas. Para conhecer
a faixa normal de pH da extracdo da propolis, verificou-se diariamente a variagdo do pH
das solugoes, utilizando-se pHmetro digital. Durante os sete dias de extragao, o pH oscilou

entre 4,0 e 5,0.

Conhecendo-se o pH normal das solugdes, foram feitas novas amostras de
extratos de prépolis, com diferentes pHs, para verificar a influéncia da alteracao do pH do
meio na extragao dos compostos da propolis. Para isso, foram preparadas amostras om pHs

2.0; 3,0: 6,0 e 8,0 através da adi¢ao de HCI 1 molar ou NaOH 1 molar para modificar o pH
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das solugdes, que também foi corrigido diariamente para garantir a manutengao do pH do

meio.

O extrato de prépolis foi preparado conforme o item 4.2 adicionando-se nas
embalagens de extracdo o dcido ou a base em quantidades necessdrias para se atingir o pH
desejado. O pH foi medido utilizado-se pHmetro digital. O mesmo procedimento foi
adotado durante os sete dias de extragiio para corrigir o pH do meio. Apés os sete dias de
extra¢iio, as amostras foram centrifugadas e filtradas em papel filtro e foram analisados os
teores de flavondides e de fendlicos totais dos extratos alcodlico e aquoso de prépolis em
diferentes pHs de acordo com os itens 4.3.2 e 4.3.3 para verificar a influéncia do pH na

extraciio dos compostos da prépolis.

4.4. Processo de Concentracao

4.4.1. Ensaios Preliminares

Foram realizados ensaios preliminares no Laboratério de Processos de
Separagdo com Membranas do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos, da Universidade Federal de Santa Catarina. Estes ensaios tiveram a finalidade
de validar o processo de nanofiltracio em extratos de propolis e fazer a escolha da
membrana que possibilitasse a maior retencdo de flavondides e compostos fendlicos. Para
tanto, utilizou-se uma unidade de membrana de pequeno porte, como esquematizada na
Figura 4.4, que faz a simulagdo de escoamento transversal. A unidade utilizada encontra-se

ilustrada no apéndice III.

40



Material e Métodos

Entrada de ar )
comprimido _’ﬁ

: L/ Célula

encamisada

_ Solugéo

Suporte Perfurado e
membrana

Coleta de concentrado

Coleta de
Permeado

Agitador Magnético

Figura 4.4- Esquema da unidade usada nos ensaios preliminares

(adaptado de Petrus, 1997)

Inicialmente, a solucéio (extrato de prépolis) foi transferida para a célula de
filtracio e aquecida a 40°C. Foi admitido N2 pressurizado na parte superior do sistema para
fornecer a pressdo necessdria (forca motriz) para o processo. A membrana de formato
circular foi colocada sobre um suporte perfurado na parte inferior do equipamento. Neste
sistema, foi utilizada a pressio de 4,0 bar. Para proteger a membrana do agitador
magnético, que simula a conveccdo do escoamento transversal, existe um segundo suporte

perfurado.

Foram testadas quatro membranas: ultrafiltragdo (UF), nanofiltragdo (modelos
NF e NF90) e osmose reversa (RO), cujas especificagoes estdo listadas na

Tabela 4.1, de modo a verificar a validade do processo de nanofiltracdo. O tamanho de
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disco usado foi de 10,2 cm’ e as membranas utilizadas variavam entre si pelo tamanho
médio de poro e material de fabricacio. Foram coletadas pequenas amostras do produto
permeado apds a filtracdo pelas distintas membranas, pelo tempo necessdrio para a coleta
de cerca de 2 mL de permeado. A membrana que fornecesse um permeado (filtrado) com
menor concentracio de solutos de interesse (maior retencdo de compostos fendlicos),

analisados conforme itens 4.3.2 e 4.3.3, seria escolhida para a realizacdo dos testes

subseqiientes.
Tabela 4.1- Dados das membranas usadas nos ensaios preliminares.
Membrana Fabricante Retencao (%) Sais’ Material
MF Filmtec/Dowy 99,0 MgSO4 Polipiperazina amida
NF-90 Filmtec/Dow 977 MgSO4 Poliamida
OR Filmtec/Dowy 995 NaCl Poliamida
UF LABSEM 96,0 BSA Polifluoreto de Vinilideno

*Bais usados para o calculo de retengda da membrana

4.4.2. Membrana

O tipo de membrana utilizada no processo de concentracdao foi escolhido em
funcdo dos resultados obtidos nos ensaios preliminares de separacao. Foi utilizada
membrana de nanofiltracao, fabricada pela Osmonics com diametro médio de corte entre
150 e 300g/mol e drea filtrante de 0,6m2 O tipo de configuracao de membrana utilizada
para os ensaios de concentracdo tangencial foi o o de espiral que apresenta uma excelente
relacdo entre area filtrante/volume da membrana, , baixo consumo de energia, grande
nimero de membranas disponiveis comercialmente e ficil manipulagio.

Um desenho esquematico de uma membrana tipo espiral é mostrado na Figura

4.5.
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Tubo perfurado
L ‘ EEE;Concentrado

; ==p Permeado
e Concentrado
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Alimentagdo
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Fluxo de — de permeado
Alimentacao 5 \ SRl
Fluxo de
Permeado Espacador da via
Envoltori de alimentagao
externo

Figura 4.5- Esquema de médulo de membrana na configuracio espiral.
(Adaptado de Cheryan, 1998)

Apds cada etapa do processamento, foi feita a limpeza da membrana com
hidréxido de sédio a 0,25% a fim de eliminar os materiais da superficie da membrana e no
interior de seus poros e restabelecer o fluxo de permeado inicial. A solucd@o de limpeza foi
utilizada no sistema em circuito fechado, apés uma pré-lavagem com dgua filtrada, por
cerca de 10 minutos e posteriormente procedeu-se a um enxdgiie do equipamento com dgua

destilada.

4.4.3. Etapas do Processamento

Ap6s a sele¢io da membrana de nanofiltragdo, todos os experimentos foram
realizados em unidade de filtragdo tangencial de acordo com o esquema representado pela
Figura 4.6. sob diferentes condi¢Ges operacionais, conforme serd descrito posteriormente. O

equipamento utilizado estd ilustrado no Apéndice I11.
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positivo

TA T = Termdémetro
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B
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Figura 4.6- Esquema de unidade de filtragao tangencial
4.4.4. Calculo do fluxo de permeado

O fluxo de permeado é uma importante medida em qualquer processo de
filtracdo ja que fluxos muito baixos, nas condi¢des escolhidas de processo, sdo invidveis
comercialmente. Para o processamento das solugdes aquosa e alcodlica de prépolis,
trabalhou-se com temperatura de 20 + 2°C e pressdo de 5,8 + 0,2 bar. A pressao utilizada
ndo é caracteristica do processo de nanofiltracio, mas foi suficiente para ocorrer a filtragdo,
propiciando economia de energia durante o processo. As solucdes de propolis foram
colocadas no tanque encamisado e colocadas sob processamento em sistema fechado (tanto
o produto permeado quanto o retentado retornavam para o tanque de alimentaciao). A
solucao aquosa foi processada durante 60 minutos e amostras do permeado foram coletadas
em intervalos regulares de 10 minutos, seu volume medido e posteriormente analisado

segundo teor de flavondides e compostos fendlicos, para verificar a influéncia do tempo de

44



Material e Métodos

processamento no teor de compostos retidos. Para a solugido alcodlica, o processamento foi
feito por 30 minutos e as amostras foram coletadas a intervalos regulares de 5 minutos. Foi

utilizado o volume médio de 5 litros de extrato de prépolis para cada ensaio de filtragio.

Posteriormente, para a obtencdo do produto concentrado final, as solucdes
foram processadas em sistema aberto (retirada do permeado durante todo o processamento
e recirculacao da solu¢do concentrada) até que se atingisse um volume minimo de extrato
concentrado no sistema. Durante esta etapa, foi medido o volume acumulado de permeado

com o tempo e calculado o fator de concentracao da solugao.

4.4.5. Efeito da pressao sobre o fluxo de permeado

Foi analisado o efeito da pressdo transmembrana no fluxo de permeado atraves
da passagem de solugdo aquosa de prdpolis em sistema fechado no equipamento, a
temperatura constante 20 + 2°C. Foram coletadas amostras de permeado a cada variagao de
pressdo de 1,0 bar até 5,0 bar. Apés este processamento, foi feita limpeza da membrana e,
na seqiiéncia, o mesmo processamento, mas utilizando-se dgua destilada em substitui¢ado a
solucio de prépolis. A variag@o nos fluxos de permeado obtidos entre a solug@o de prépolis

e a de dgua destilada, fornecia a taxa de colmatagem da membrana.

4.4.6. Efeito da temperatura no fluxo de permeado

Sabe-se que o aumento de temperatura reduz a viscosidade e aumenta a
difusividade de solventes através de um meio filtrante, aumentando a produtividade do
sistema. Mas ¢ preciso verificar se um aumento no fluxo permeado nao resulta em perda de

seletividade do meio filtrante.
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A solugiio de prépolis aquosa foi disposta no tanque de alimenta¢do encamisado
da unidade filtracio tangencial e processada em temperatura de 20 a 45°C. A pressio foi
mantida em 5,8 bar e para cada temperatura foram coletadas amostras do permeado apos 5
minutos da estabilizacdo da temperatura para avaliacdo da quantidade de flavondides e

compostos fendlicos que foram perdidos no processo.

4.4.7. Avaliagao da histerese

Para verificar a ocorréncia de histerese no processo de filtracdo tangencial, a
soluc@o aquosa de prépolis foi mantida em temperatura constante ¢ a pressdo foi aumentada
gradualmente de 1,0 até 7,0 bar, em seguida a pressdo foi reduzida até retornar a pressio de
1,0 bar. . Para cada valor de pressao, foram colhidas amostras do permeado e calculado o
seu fluxo. Este experimento foi realizado em duas diferentes temperaturas: 30 e 40°C.
Foram feitos grificos de fluxo versus pressio para os resultados obtidos e comparadas as

curvas obtidas no sentido de aumento e diminui¢do da pressao.

4.5. Avaliacao das solucoes obtidas pos concentracao

Ap6s o processo de concentracdo foram obtidos dois produtos: permeado e
retentado ou concentrado que foram analisados segundo suas caracteristicas fisicas e
quimicas. O produto permeado caracteriza-se por ser pobre em compostos de interesse ¢

-

rico em solvente, enquanto o produto concentrado ¢ rico em compostos fendlicos e

flavondides e possui quantidade bem inferior de solvente quando comparado a solucao

mnicial.
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4.5.1. Determinacgao da viscosidade e densidade das solugées

As solucoes obtidas no processo de concentragdo foram caracterizadas segundo
sua viscosidade, utilizando-se viscosimetro tipo Canon-Fenske e picnémetro pré-calibrado
de 10 mL, seguindo o mesmo procedimento descrito no item 4.3.1. Os resultados obtidos

foram comparados com os dados das solugdes iniciais.

4.5.2. Anadlise de flavondides e compostos fendlicos

No permeado e concentrado, obtidos dos processos com membranas, foram
realizadas as andlises de flavonéides e compostos fendlicos, como descrito nos itens 4.3.2
e 4.3.3, respectivamente. Para a comprovagdo dos resultados obtidos, as amostras também

foram submetidas a andlise por HPLC, de acordo com o item 4.3.4.

4.6. Analise dos resultados

Os resultados obtidos no processo de separacio por membranas, € 0s parimetros
do processo, foram analisados estatisticamente utilizando o teste de Duncan a 5% de

significincia, utilizando-se o software Statistica 5.5 (StatSoft Inc., Tulsa, EUA).
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizacao das solucoes iniciais

5.1.1. Determinagao da viscosidade das solugoes

Determinou-se a viscosidade das solucoes (extratos) a diferentes concentragoes,
conforme item 4.3. A variag@do da viscosidade € importante para se saber os seu efeito sobre
o fluxo permeado durante a concentragio com membranas. O fluxo permeado € um dos
pardmetros mais importantes num processo com membranas. Para isso, foi feita uma
caracterizacao das solucdes inicial e concentrada através da evaporacao del0%, 20% ou 40
% de solvente. As concentracdes foram feitas utilizando-se evapora¢ao do solvente
utilizando-se chapa aquecida a 110° C. A densidade foi medida através de picndmetro de 10
mL. As medidas foram feitas em triplicata, a 30°C e os resultados das médias das

densidades e viscosidades das solu¢des sdo mostradas na tabela abaixo:
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Tabela 5.1- Dados de densidade e viscosidade para solugdes a diferentes concentragdes.

Densidade (g/mL)

Viscosidade (Kgf{m.s))

Inicial

1,0030 £ 0,0002

(9,12 + 0,06)E-4

Solugao Concentrada 10% 1,0060 £ 0,0004 (10,30 £ 0,05)E-4
Aquosa Concentrada 20% 1,0070 +0,0004 (10,70 £ 0 04)E-4
Concentrada 40% 1,0090 + 0,0006 (10,80 + 0,09)E-4

Inicial 0,8820 + 0,0008 (227 £ 0,01)E-3

Solugao Concentrada 10% 08870 +0,0012 (241 +£004)E-3
Alcodlica Concentrada 20% 0,6980 + 0,0010 (2,70 £ 0,04)E-3
Concentrada 40% 0,9160 + 0,0014 (286 + 0 01E-3

Como esperado, os resultados obtidos demonstraram um aumento de
viscosidade em func¢iio da concentracdo, porém, acredita-se que esse aumento nao seja
expressivo o suficiente para representar redu¢do importante no fluxo permeado durante o
processamento com membranas. Tendo-se aumentado a concentragdio em 40%, a
viscosidade foi aumentada em cerca de 12% para a solugdo aquosa e de 26% no caso da
solucao alcodlica. Como ambas as solugdes apresentam valores de viscosidade
relativamente baixos, o processo ndao serd afetado negativamente pelo aumento de

viscosidade.

5.1.2. Influéncia do pH na extracao de flavonodides

Como descrito no item 4.3.5, foi feita uma determinacdo do pH das solucoes de
prépolis durante os sete dias de extracdo. Foi constatado que o pH do extrato permanece na
faixa entre 4 e 5. Dessa forma, foram escolhidos 4 pontos de pH, dois mais édcidos e dois
mais bdsicos para verificar a influéncia do pH na eficiéncia da extragfio. Os valores
escolhidos foram de 2,0; 3.0; 6,0 e 8,0. Apds os sete dias de extracao, com a amostra

centrifugada, procedeu-se a andlise dos flavondides e compostos fendlicos das solugoes. Os
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dados foram analisados estatisticamente através de Teste de Tukey e as amostras que

apresentaram diferenca estatistica entre si estdo representadas com letras diferentes. As

Tabelas 5.2 e 5.3 mostram os resultados obtidos para as solugdes aquosa e alcodlica,

1'especlivameme:

Tabela 5.2- Variacio na composicio do extrato aquoso em diferentes pHs.

Teor flavonoides (mg/g)® % variagdo Teor fenolicos (mglg)®

% variagao

Sol. inicial 2367 + 2,14 (d) : 36,57 + 0,35 (ab) -
pH 2.0 12,08 + 0,54 (a) -48.96 36,96 + 0,04 (a) 1.07
pH 3.0 1141+ 1,56 (a) 518 3548 + 044 (b) -2.98
pH 6.0 3321+ 2,62 (b) 403 40,37 + 0,27 (c) 10,29
pH 8.0 6142 + 151 (c) 159,48 4541 £ 040 (d) 2417

“Yalores representam meédia + desvio padrao (n=3)

Médias seguidas de letras diferentes indicam gue sdo relevantes a 5% de significéncia
3 equivalentes de quercetina

! equivalentes de acido galico

Tabela 5.3- Varia¢do na composig¢io do extrato alcodlica em diferentes pHs.

Teor flavonodides (mg/g)® % variacac Teor fendlicos (mgl/g)®

% variagao

Sol. inicial 69,35 + 0,38 (&) . 98,74 + 0,96 (b) -
pH2.0 6840+ 1,89 (ab) -1.27 78944 £ 19 (a) -1955
pH 3,0 68,29 £ 0,61 (ab) -1.41 100,59 + 2,27 (b) 187
pH B0 66,68 £ 0,95(a,b) -3.56 52,88+ 0,21(c) 46,45
pH 8.0 64,91 +1.11(b) -592 49,80 3,03 (¢) -49,56

Yalores representam meédia + desvio padrao (n=3)

Médias sequidas de letras diferentes indicam gue sao relevantes a 5% de significéincia
3 equivalentes de quercetina

b equivalentes de acido galico

Analisando os dados obtidos para solucdo aquosa, no caso do teor de

flavonoéides, percebe-se que todas as amostras apresentaram diferenca estatistica em relacao

a solucao inicial, utilizando nivel de significancia de 95%. No entanto, apenas as amostras

com pH mais bdsico (pHs 6,0 e 8,0) apresentaram aumento de concentragdo. Esse fato se
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repete para os compostos fendlicos nas amostras de pHs 6,0 e 8,0, que também tiveram

variacdo estatistica em relacio a solugdo inicial.

No caso da solucao alcoodlica, s6 a amostra com pH 8,0 apresentou variacao em
relacdo a solucgdo incial, e esta diferenca foi resultado de um decréscimo na concentragao de
flavondides. Para o caso dos compostos fendlicos, a tnica amostra que ndo apresentou
resultados negativos em relacdo a concentragao foi a de pH 3,0 sendo que a diferenga em

relac@o ao extrato inicial ndo é estatisticamente significante.

Com estes dados, percebe-se que as amostras com pHs 6,0 e 8,0 (mais bdsico
em relacdio ao estrato inicial) apresentam diferenca significativa em relagdo ao teor de
flavonoides e compostos fendlicos em solugio aquosa. Para uma melhor conclusao foi feita
andlise por HPLC nas amostras que apresentaram diferenca significativa para valores acima
da amostra padrio, para saber quais foram os constituintes extraidos da prépolis em pHs

mais altos.

Os resultados espectrofotométricos para solugio alcodlica ndo foram positivos
jd que as variagdes na concentragdo dos compostos de interesse foram negativas em relagao
2 solucdo inicial. Dessa forma, ndo foram realizadas andlises de HPLC para diferentes pHs

desta solucdo.

As figuras 5.1, 5.2 e 5.3 mostram os cromatogramas obtidos para o extrato
aquoso inicial, alterado para pH 6,0 e pH 8,0, respectivamente. A comparagao das figuras
em relacio A quantidade e tamanho dos picos, permite avaliar o efeito do pH no extrato
aquoso de prépolis. A unidade expressada nos grdficos no eixo das ordenadas pela unidade
“mAU” expressa o sinal dado pela amostra durante a andlise, assim, nao corresponde a
concentraciio das substincias. A concentragdo dos compostos indicados pelos picos das

figuras estdao expressos na tabela 5.4.
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Figura 5.1- Cromatograma obtido por HPLC de extrato aquoso inicial de prépolis
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Figura 5.2- Cromatograma obtido por HPLC do extrato aquoso a pH 6,0
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Figura 5.3- Cromatograma obtido por HPLC do extrato aquoso a pH 8,0

Pela andlise dos cromatogramas pode-se verificar que a alteracao do pH das
solugdes para um pH mais bdsico propiciou um aumento na concentragdo dos compostos
polares extraidos, além de um aumento na extracdo de compostos apolares em relagdo ao
extrato aquoso sem alteragdo de pH. O extrato aquoso, devido as caracteristicas do
solvente, tende a extrair apenas os compostos polares que apresentam baixo tempo de
retencio (até 20 minutos) no cromatograma, como pode ser visualizado na Figura 5.1. A

Tabela 5.4 relaciona alguns compostos encontrados na solu¢do e sua concentragao:

Tabela 5.4- Compostos identificados nos extratos aquosos de prépolis e suas concentragoes.

Concentragcao (mg/mL)

Numero Pico Composto Extrato inicial pH 6,0
2 Acido Caféico 104 ,
3 Acido Cumarico 149 1,28
4 Acido Fernilico 0,92 "
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A solu¢io mantida em pH 6,0 apresentou um aumento de cerca de 48% do
composto representado pelo pico 1, que ndo foi identificado. Essa variacdo na concentracao
foi medida pela diferenca no tamanho dos picos, que representam o sinal gerado pelo
composto. Além disso, a andlise evidencia uma tendéncia a extracdo de compostos
apolares, que sd@o os compostos que apresentam tempo de reteng¢@o acima de 20 minutos no
teste de cromatografia, apresentando um pequeno pico em torno de 40 minutos de corrida.
A solu¢do mantida em pH 8,0 apresentou um aumento de extracdo de aproximadamente
54% do mesmo composto ¢ houve uma grande extracdo de vdrios compostos apolares,
representados pelos picos com tempo de reten¢ao maior.

Os picos representados pelos nimeros 2 e 4 na figura 5.1 representam os dcidos
caféico e ferrilico, respectivamente. Estes compostos foram identificados na solucao
inicial, mas ndo foram detectados nas solugdes com diferentes pHs. O pico nimero 3 foi
identificado como sendo dcido cumdrico e foi encontrado na solucgio inicial e na solucao
com pH 6,0, porém, em menor concentragao.

Dessa forma, o uso de solucdo aquosa em pHs diferenciados, apesar de
aparentemente extrair menor quantidade de compostos polares que o extrato inicial, extrai
outros tipos de compostos, principalmente os apolares que estdo presentes em grande
quantidade na solugdo alcodlica, o que pode validar o produto como uma alternativa frente

ao consumo da solugdo etandlica de prépolis.

5.2. Ensaios preliminares

Como foi utilizada baixa pressao, proxima a 4,0 bar, nos ensaios preliminares,

devido a limitacao da célula de filtracdo, ndo foi possivel permear o extrato alcodlico, ja
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que para a nanofiltracio (membrana NF-90) e a osmose inversa geralmente sdo necessdrias
maiores pressdes transmembrana para que a separac¢@io ocorra. Os produtos permeados da
concentracao por membrana dos extratos de propolis foram analisados em relacdo ao teor
de flavonoides totais e substincias fendlicas totais, de acordo com os itens 4.3.2 e 4.3.3. Os

resultados obtidos estao expressos na tabela abaixo :

Tabela 5.5- Teores de flavondides e compostos fenélicos no permeado.

Teor flavonoides (mglg)®? % retengdao  Teorfendlicos (mglg)® % retengéao

Extrato alcdlico 71,9820,17 - 131,22+1 .51 .

Extrato aguoso 6781127 - 9617+0,79 5
MNF aquoso 2,02x017 97,03 3546017 63,12
NFY0 aguoso 2,02+0,08 97,02 35,06+0,18 63,54
NF alcodlico 9,64+1,11 36,6 6748+036 48 58
RO aquoso 181+0,33 97,33 2591+0,19 62 66
UF aquoso 65,13+1,26 4.1 42 59+037 85,02
UF alcodlico 65,7643 64 3,63 129,96+13 0,97

Valores representam média + desvio padréo (n=3)
2 equivalentes de quercetina
b equivalentes de acido galico

Através da andlise dos dados obtidos, verificou-se que as membranas que
apresentaram maiores retengoes de flavondides e substincias fendlicas foram as membranas
de nanofiltracdo. Portanto, a utilizacido dessas membranas no processo € mais interessante ¢
recomendada para o uso com extratos de propolis, jd que possibilitou uma boa retencao de
flavondides e substincias fendlicas e necessita de um menor gasto de energia em
comparaciio com o processo de osmose reversa, que também apresentou boa retencao, mas

que normalmente necessita de pressoes mais altas de operagao.

Para avaliar o método de extragio da prépolis utilizado em laboratério e para
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comparacdo dos resultados obtidos, foi feita a andlise de flavondides e compostos fenolicos
de trés marcas de extratos de prépolis comercialmente disponiveis. As trés marcas foram
adquiridas de forma aleatéria em farmdcias da regido de Campinas. As marcas testadas
foram: Abelhdo, produzida pela LaborApis — Minas Gerais - com composic¢ao de 50% de
propolis ¢ 50% de dlcool de cereais; Makrovit, produzida por W. Wenzel Produtos
Apicolas — Sdo Paulo — com composi¢ao minima de prépolis de 12%; e Uniflora, produzida
por empresa de mesmo nome — Sdo Paulo - e composi¢do de 25% propolis. Os resultados
das andlises sao apresentados na tabela 5.6, onde os dados referentes a solucio etandlica e

solugdo aquosa representam os teores obtidos para as amostras preparadas em laboratério:

Tabela 5.6- Comparagio entre os teores de lavonéides e compostos fendlicos para extratos de propolis

comerciais e aqueles obtidos no presente trabalho

Teor flavonoides (mglg)? Teor fenolicos (mg/g)*
Abelhdo 4900073 10487 + 077
Makrovit 1248 + 150 9749 +010
Uniflora 5783+ 23 3,72 0,37
Extrato alcodlico £9,35 £ 0,38 98,74 + 0,96
Extrato agquoso 2367+ 244 SE56 2035

“alores representam média + desvio padrio (n=3)
3 equivalentes de guercetina
b equivalentes de acido galico

A andlise dos dados revela uma grande variacdo importante nos valores de
flavondides e compostos fendlicos. Essa variacdo pode ser decorréncia da diferenca de
regido de coleta e época do ano em que foi feita a colheita da propolis. Além disso, alguns
fabricantes podem estar usando quantidades insuficientes de propolis para o preparo do
extrato. Ressalte-se que apenas essa andlise ndo € suficiente para apontar as causas destas

variagoes.
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Percebe-se que o extrato alcodlico preparado em laboratério apresentou teores
parecidos com a maioria das marcas comerciais, enquanto o extrato aquoso apresentou
teores inferiores. Como ndo foi encontrado extrato aquoso comercial, a comparacio foi
feita com o extrato alcodlico comercial. Esse resultado ja era esperado visto que a literatura
aponta que o extrato alcodlico, preparado em laboratdrio, extrai quantidades muito menores
dos compostos de interesse em relacdo aos extratos alcodlicos em diferentes concentragdes

(PARK et al., 1998).

Kumazawa; Hamasak e Nakayama (2004) estudaram a prépolis de diversos
paises e para o Brasil, o total de flavondides foi de aproximadamente 51,9 mg/g e para os
polifendis cerca de 120 mg/g. Funari e Ferro (2006) estudaram a propolis do estado de Sao
Paulo e encontraram um teor de flavondides de 26,41 mg/g e de compostos fendlicos de
73,93 mg/g. Comparando-se os dados da literatura com os dados obtidos
experimentalmente, percebe-se que todos os dados variam muito entre si, mas situam-se
dentro da mesma ampla faixa de resultados. Todas as amostras ficaram dentro dos limites
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura quanto ao teor de flavonéides (minimo de
0,5%) e a amostra de solu¢do aquosa ndo se enquadrou na especificacio quanto aos

compostos fendlicos (minimo de 5%).

5.3. Parameitros do Processo

5.3.1. Fluxo de permeado

O fluxo médio de permeado da nanofiltracio em unidade de escoamento

tangencial, foi medido de acordo com o item 4.4.4 e apresentou os valores de 24,43L/h.m?
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para a solugdo aquosa ¢ 12,11 L/h.m? para a solugdo alcodlica. O teste foi feito em
duplicata e o comportamento médio do fluxo durante o processamento estd apresentado na
Figura 5.4, através das curvas de fluxo obtidas com os diferentes extratos. A grande
diferenca obtida no valor de fluxo entre os extratos pode ser decorréncia da grande
diferenca de viscosidade entre as solugdes iniciais e de diferentes graus de colmatagem e
formag@o de pelicula na membrana para cada solucdo, ja que apresentam solventes de

naturezas distintas.

Durante o processamento em sistema aberto, foi possivel concentrar a solucao
aquosa para 25% do seu volume inicial e a solugiio alcodlica em 33%. As variacoes
ocorridas na taxa de concentracdo sio decorrentes dos diferentes tipos de interacdo das
solugoes com a membrana e da aderéncia da solugdo no equipamento, que foi acentuada na
solucdo alcodlica devido as suas caracteristicas de adesividade. Nao foi possivel obter
maior concentracdo, devido a quantidade que preenche o “volume morto” do equipamento
(tubulagoes e a quantidade minima de solucdo no tanque de alimentagdo). Assim, quando se
atinge o volume minimo de capacidade do equipamento, nao ¢é possivel continuar a se

recircular o retentado, impedindo maior concentragao da solugdo.

O fluxo da solucao alcodlica foi medido por menor tempo, devido aos
problemas de se trabalhar com dlcool concentrado em altas pressoes, o que eleva as suas
caracteristicas inflamdveis, gerando riscos ja que o equipamento ndo € destinado a esse tipo
de processo. Além disso, o fluxo da solucdo alcodlica apresentou uma tendéncia de

estabilizacdo por volta dos 12 L/h.m?2.
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Figura 5.4- Fluxo de permeado em func¢io do tempo de processamento para as diferentes solugoes

Tsui e Cheryan (2007) estudaram a purificagdo do extrato de milho alcodlico
para produgdo de xantofila, utilizando nanofiltragdo. Obtiveram fluxo de aproximadamente
10,0 L/h.m2, ao trabalhar com pressio de 27 bar, a 50°C. Hossain (2003) estudou o
processo de concentragio de antocianina (pertencente a familia dos flavondides) de
residuos de cassis em solu¢io aquosa por ultrafiltragio em diferentes tipos de membranas e
obteve valores de fluxo de permeado de no mdximo 17,3 L/h.m? a 1.4 bar e 18°C.
Banvolgyi et al. (2006) estudaram o processo de concentragdo de vinho tinto (rico em
polifendis, dlcool e aglicares)  por nanofiltragio 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. O processo de concentracdo do vinho
tinto pode ser considerado como o mais préximo da solug¢do alcodlica de propolis, jd que

ambos possuem compostos em solugdo em comum e utilizam o dlcool como solvente.

Para os extratos de propolis foram utilizadas pressdes relativamente baixas (em
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torno de 6,0 bar) quando comparada a outros processos estudados na literatura,
propiciando valores de fluxo de permeado semelhante a outros processos, evidenciando sua
viabilidade, ja que se gasta menor energia para gerar menor pressdo de processamento, € 0

fluxo € alto quando comparado a outros processos.

Apesar do fluxo da solugio alcodlica ter apresentado valores que viabilizam o
processo de concentracdo com membranas, a higienizacio da membrana pos-
processamento se mostrou mais trabalhosa e cara, jd que os compostos adesivos que sao
extraidos pelo dlcool se aderem a membrana e s6 sdo retirados através da circulacdo de
etanol pela membrana. Essa etapa aumenta o tempo de processamento e dificulta a

aplicacao industrial.

5.3.2. Efeito da pressao no fluxo de permeado

O efeito da pressao foi medido utilizando-se a metodologia descrita no item
4.4.5. A temperatura foi mantida em 20 + 2°C e a pressao foi alterada de 1 até 5 bar para se
avaliar a influéncia da pressio no fluxo e a varia¢do da taxa de colmatagem com a presso.
Os resultados estdo expressos na Figura 5.5, onde os dados mostram o valor do fluxo de

permeado obtido com solugdo aquosa de prépolis e com dgua destilada.
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Figura 5.5- Fluxo do permeado em funcdo da pressio de processamento.

Desconsiderando-se os efeitos de compactagdo da membrana, formagio da
camada gel e a colmatagem, a varia¢éio de pressio seria diretamente proporcional ao fluxo
de permeado. Normalmente, pressdes maiores provocam um efeito de compactagdo sobre a
membrana e a camada gel, gerando um aumento no entupimento (PETRUS, 1997). Esse
aumento foi evidenciado nos testes, jd que a taxa de colmatagem, medida pela diferenca
entre o fluxo da solucio analisada e o fluxo de dgua destilada, sob as mesmas condi¢coes de
temperatura e pressdo, foi crescente com o aumento de pressao, sendo de 32% a 5 bar de
pressdo. Além disso, o aumento no fluxo de permeado foi proporcional ao aumento de
pressdo, demonstrando que a solugdo aquosa apresenta baixos efeitos de compactagdo e de
formacido de camada gel. No entanto, como o aumento no fluxo foi proporcional ao
aumento da pressdo. pode-se considerar que a taxa de colmatagem e formagdo de camada
de gel no sistema sdo muito baixas e que o aumento de pressdo ndo alterou a eficiéncia do

processo.
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Miranda (2005) ao estudar a concentragio do suco de melancia utilizando
tecnologia de membranas, observou que o efeito de fouling ¢ menor com a reducdo da
pressdo utilizada, mas ndo foi influenciado pela temperatura. Assim, mesmo para solugoes
com composicdes muito diferentes, o efeito de fouling geralmente diminui com a
diminuicio da pressdo. Entretanto, a reducio do fluxo provocada pela diminuigio da

pressdo pode tornar o processo economicamente inviavel.

5.3.3. Efeito da temperatura no fluxo de permeado

Foi feita uma variac¢ao de temperatura de 20°C a 45°C, de forma a estudar o seu
efeito na variacdo do fluxo de permeado, enquanto a pressdo foi mantida em 5,8 bar,
conforme descrito no item 4.4.6. O uso de temperaturas mais altas ndo foi estudado para
ndo ocorrer degrada¢do de componentes quimicos presentes na solu¢do. Normalmente, o
aumento de temperatura reduz a viscosidade da solugdo e aumenta a sua difusividade
através da membrana e da camada gel que pode ter sido formada. Foram feitas duas
repeticdes do processamento para comprovar os efeitos. Os dados obtidos para cada

repeticdo podem ser visualizados na Figura 5.6.
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Figura 5.6- Fluxo do permeado em fun¢ido da temperatura de processamento.

Houve um aumento no fluxo, diretamente relacionado com o aumento de
temperatura, nas duas repeticoes do experimento. O aumento de 25°C da solugao

possibilitou um fluxo cerca de 100% superior, ou seja, em processos industriais onde ¢

(¢

necessario menor tempo de processamento, um aumento de temperatura da solugao
aconselhdvel. No entanto, deve-se considerar que o uso de solugdo de alimentacio a quente

aumenta o consumo de energia do processo.

No processo de concentragdo de vinho tinto (BANVOLGYTI et al., 2006) por
nanofiltracio, o aumento de 20°C na temperatura provocou um aumento no fluxo de

permeado de 100%, confirmando que o aumento de temperatura € diretamente proporcional

ao aumento do fluxo de permeado.
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5.3.4. Efeito do tempo de processamento no teor de

flavonoides e compostos fendlicos

O teor de flavonéides no permeado foi acompanhado ao longo do processo de
concentragio em sistema fechado. Foram retiradas amostras do produto permeado, no
processamento do extrato aquoso, a cada 10 minutos num total de 60 minutos de
processamento, e amostras do produto permeado, no processamento do extrato alcodlico, a
cada 5 minutos de um processo total de 30 minutos. Para cada amostra, foram analisados o
teor de flavondides e compostos fendlicos e os resultados estdao expressos nas tabelas 5.7 e

5.8:

Tabela 5.7- Influéncia do tempo de processamento no teor de flavondides e compostos fendlicos para

solugdo aquosa.

Tempo (min) Equiv. Quercetina (mgl/g) Equiv. Ac. Galico (mglg)

1 0,07 +0,02 841+0,53

10 008+0,02 AT 2131

20 0,06 +0,03 702+0,78

30 0,09+0,02 6024131

40 0,05+0,02 722+067

50 0,04 +0,03 502 +117

60 0,07 +0,03 3149 +£0.37

Yalores representam média + desvio padrio (n=3)
A gquivalentes de quercetina
" equivalentes de acido galico
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Tabela 5.8- Influéncia do tempo de processamento no teor de flavondides e compostos fendlicos para

soluciio alcodlica.

Tempo (min) Equiv. Quercetina (mglg) Equiv. Ac. Galico (mglg)
1 554+019 7344 +1,.20
5 1926 £ 2,76 75181091
10 11,61+0,84 7494 + 0,36
15 433+069 7455+0,36
20 2162 £1.78 7204 +193
25 6,24 £ 0,57 76,02 +197
20 7,02+096 7930+0396

“alores representam média + desvio padrdo (n=3)
3 equivalentes de guercetina
P equivalentes de acido gélico

O teor de flavondides presente no permeado da solucio aquosa foi praticamente
nulo durante todo o processo, como mostrado na tabela 5.7. O teor de compostos fendlicos
no permeado foi praticamente constante durante todo o processo e ficou em torno de 7.5
mg/g. No entanto, a ultima amostra analisada, a 60 minutos de processamento, apresentou
uma concentragao bem superior, 31,5 mg/g. Esse aumento na concentragao de fendlicos no
permeado apos grande periodo de processamento, pode ser decorréncia de erros durante a
amostragem ou de falha na separacido apds longo periodo de processo, jd que poderia estar

passando para a linha de permeado solucao nao filtrada.

Para o caso da solucd@o alcodlica, o teor de flavondides no permeado variou
bastante durante o processamento, de 5 a 20 mg/g, resultando em perdas de 6 a 30% do teor
inicial de flavondides na solucdo. Essa variacdo pode ser decorréncia da formacgido de
camada gel e entupimento e maior taxa de fouling ja que a solucdo alcodlica apresenta
maior concentracdes de compostos adesivos que podem interferir na seletividade da
membrana. Além disso, pequenas variacoes na temperatura do sistema podem influenciar

no comportamento da membrana frente a solugdo alcodlica, jd que se trata de um sistema
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mais sensivel s variacdes de temperatura devido ao solvente e solutos presentes em

solucio.

Houve uma grande perda de compostos fendlicos para o permeado da solugdo
alcodlica, aproximadamente 76% da quantidade inicial. Essa perda foi constante durante o
tempo de operagdo do sistema. A interacio do dlcool com a membrana pode provocar um
aumento do tamanho dos poros da membrana (entumescimento), possibilitando a
permeacio de compostos de baixa massa molar. Provavelmente esta deva ser a causa mais

provivel da perda de reten¢do da membrana.

De modo geral, o processo de concentragdo foi muito mais eficaz para a solucao

aquosa, jd que houve perdas muito pequenas de compostos de interesse para o permeado.

5.3.5. Efeito da velocidade tangencial no fluxo de permeado

A turbuléncia junto a superficie filtrante, seja em filtracao perpendicular ou
tangencial, controla de maneira importante a formacdo da zona de polarizac@o e a espessura
da camada de gel. Esse efeito de turbuléncia é mais pronunciado na filtragdo tangencial, em
que a solugdo escoa a alta velocidade junto & membrana, assim, a velocidade de circulacao
da solu¢@o durante a concentraciio é de fundamental importancia para o fluxo de permeado.
No intervalo estudado, em que se variou a frequéncia da bomba de 45 a 85 Hz, o fluxo de
permeado foi proporcional a velocidade tangecial, utilizando-se pressio de 5.8 bar e

temperatura de 20°C. Os resultados estdo expressos na Figura 5.7.
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Figura 5.7- Fluxo do permeado em fung¢io da velocidade tangencial

Petrus (1997) estudou o efeito da velocidade tangencial no fluxo de permeado
do processo de clarificacdo de suco de maca por ultrafiltracdo e constatou um aumento
proporcional do fluxo de permeado com o aumento da velocidade tangencial. Neta; Habert
e Borges (2005) estudaram o processo de microfiltracdo de cerveja e verificaram que o
fluxo de permeado recuperado aumentava com o aumento da velocidade tangencial, e
correlacionaram esse efeito a uma redugdo nos efeitos da polarizagao da concentragao que
ocorre na membrana decorrente do aumento da velocidade com que o fluido passa pela

membrana.

5.3.6. Histerese

As membranas orginicas possuem uma tendéncia a compactacdo quando

submetidas a altas pressdes. No entanto, essa compactacdo ¢ total ou parcialmente

reversivel na maioria das membranas, ou seja, assim que a pressdo exercida sobre a
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membrana é finalizada, ela retorna 2 sua forma original, por possuir uma natureza eldstica
(PETRUS, 1997). Esse efeito sobre a membrana foi avaliado com a utilizac@o de solucao
aquosa de prépolis sob temperaturas de 30 e 40°C, sendo que o aumento de pressao foi
constante de 1,0 até 7,0 bar, seguido de uma diminui¢io de pressdo constante até 2,5 bar, ja
que na descompressdo o fluxo de permeado foi muito baixo em pressdes menores que 2,5
bar e os dados foram desconsiderados. Os resultados desse experimento estdo demonstrados

nas Figuras 5.8 ¢ 5.9:

¢ Compressdo g Descompressao

300 OO — S T ST

25.00 4 [
"€ 2000 '
£ i 7
= 1500
0 g *
510,00 g *
: 3

5.00 &

0.00 o o * 2 ¥

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Pressao (bar)

Figura 5.8- Histerese na membrana com solugio a 30°C
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Figura 5.9- Histerese na membrana com solugio a 40°C

Observa-se pelos resultados dos experimentos que houve pouca variagdo no
fluxo do permeado ao se comparar o caminho do aumento da pressdo e o caminho do alivio
de pressdo. Isso significa que a membrana se comportou de maneira eldstica € a sua
compactagiio foi totalmente reversivel. Além disso, ndo houve variagdo significativa no
grau de compactacdo da membrana com o aumento de temperatura, podendo-se concluir
que o aumento de temperatura, no intervalo utilizado, ndo acarretou em uma varia¢do na

histerese.

No processo de ultrafiltragdo do suco de macd, o fendmeno da histerese foi
mais pronunciado, ocorrendo maior variagio entre o fluxo de permeado entre a
compactacio e a descompactagio da membrana. Além disso, 0 mesmo comportamento foi
observado em diferentes temperaturas, ou seja, o aumento de temperatura nao acarretou em

maior compactagiio da membrana (PETRUS, 1997).
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5.4. Caracterizacdo das solucées pos-concentracao

5.4.1. Viscosidade e Densidade

Os produtos resultantes do processo de nanofiltragdo, permeado e retentado,
foram analisados de acordo com o teor de compostos fendlicos e flavondides, viscosidade,
densidade ¢ HPLC e comparados com as solucdes iniciais. Os dados de viscosidade e
densidade, medidos em triplicata e calculados de acordo com o item 4.3.1, estdo expressos

na Tabela 5.9:

Tabela 5.9- Densidade e viscosidade das solugdes obtidas por nanofiltragio.

Solugao Densidade (g/imL) Viscosidade (Kg/(m.s))
e Inicial 0,902 £ 0,001 (3,15 20,01)E-3
pral®  Concentrado 0,951 + 0,001 (5,06 +0,04)E-3
Permeado 0,886 + 0,001 (2,48 +0,01)E-3
Extrato Inicial 1,004 + 0,005 (1,080 +0,003)E-3
AQLOSO Concentrado 1,030 + 0,001 (1430 +0,004)E-3
Permeado 0,998 + 0,001 {1,040 +0,001)E-3

“alores representam média + desvio padrdo (n=3)

O aumento de viscosidade e de densidade das solucdes concentradas jd era
previsto, de acordo com os ensaios de viscosidade executados preliminarmente (item 5.1.1),
e evidencia o efeito do processo de concentragdo, ja que a diminui¢do da quantidade de
solvente em solugio ocasiona um aumento na densidade e viscosidade da solucdo, devido
ao aumento na concentracdo de compostos de maior massa molar. Os resultados obtidos

também demonstram que o aumento da viscosidade da solugao alcodlica foi da ordem de
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58% e na solugdo aquosa o aumento foi de 32%, valores que nido desfavorecem o uso de
membranas no processo de concentragio de solugdes de prépolis, pois apesar do aumento
da viscosidade, ainda sdo valores relativamente baixos, e as solucdes se comportam como

fluidos newtonianos.

Os dados de viscosidade da solucdo aquosa foram verificados também
utilizando redmetro de tensdo controlada com geometria cone-placa. Para o extrato inicial,
concentrado e permeado, foram obtidos os seguintes valores em Kg/m.s, dados pela Tabela

= Wi

Tabela 5.10- Comparagio da viscosidade da solugiio aquosa

Solugao Viscosidade' (Kg/{m.s)) Viscosidade? (Kg/{m.s))
Inicial (1,080 + 0,003)E-3 (185 £0,37IE2
Concentrado (1,430 £ 0,004)E-3 (1,71 £ 0,18JE-2
Permeado (1,040 + 0,001)E-3 (1,28 + 0 42E-2

Valores representam média + desvio padrdo (n=3)
'= Canon-Fenske
=Redmetro tensdo controlada

Os valores dados pelo viscosimetro diferem dos valores encontrados pelo
Canon-Fenske, mas expressam a mesma ordem de grandeza. Assim, para andlises de

comportamento das solugdes, o viscosimetro se mostra um meio rdpido e eficiente.

Além disso, também analisou-se, através do redmetro, o comportamento dos
fluidos e verificou-se que a solucdo aquosa mais concentrada ainda apresentou um
comportamento newtoniano, comprovado pela reta obtida no grifico de deformacéo versus

cisalhamento.
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Figura 5.10- Deformagio versus cisalhamento para solu¢iio aquosa concentrada.

5.4.2. Teor de flavonoides e compostos fenodlicos

As solucdes obtidas apés o processo de nanofiltracdo foram submetidas a
andlise espectrofotométrica, conforme descrito nos itens 4.3.2 ¢ 4.3.3. A soluc@o aquosa
concentrada apresentou um fator de concentraciio de 3,88 enquanto para a solucdo alcodlica
concentrada este valor foi de 4,37. Os resultados indicam que houve poucas perdas de
compostos fendlicos e flavondides para o permeado do processo com solug@o aquosa. Para
o caso da solucdao alcodlica, as perdas para o permeado foram mais acentuadas,
principalmente de compostos fendlicos, que apresentam baixa massa molar, conforme pode

ser verificado na Tabela 5.11.
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Tabela 5.11- Teor de flavondides ¢ fendlicos apds concentragio por membrana.

Solugao Teor flavonoides (mglg) Teor fenolicos (mglg)F

Inicial 69,35+ 0,38 98,74 + 0,96

Ai’gﬁfgo Concentrado 71.93 +0.21 10508 £ 15
Permeado 6,95 +249 7507 +21

Inicial 23687 + 214 36,57 +0.35

Extrato

AQUOSO Concentrado 96,76 + 2,35 104,74 + 1 41

Permeado 0,003 + 0,003 1.5 & 161

“Yalores representam meédia + desvio padrdo (h=3)
3 equivalentes de quercetina
¥ equivalentes de acido galico

Analisando-se os dados obtidos para a solucdo aquosa concentrada, percebe-se
que, diferentemente da solugdo inicial, o teor de compostos fendlicos se enquadra nas
determinagoes do Ministério da Agricultura, possibilitando a sua comercializagdo, ja que o
teor de compostos fendlicos passou de 3,65% (m/m), conforme os valores indicados na
Tabela 5.6, para 10,47%. Houve uma retencio de cerca de 99% dos flavonéides na solugdo
aquosa ¢ de quase 80% de compostos fenélicos, resultando numa solugdo concentrada com
quatro vezes mais flavondides e trés vezes mais compostos fendlicos que a solugdo inicial.
A Figura 5.11 mostra a variacdo entre o extrato inicial, o permeado e o retentado do

processo de concentracdo do extrato aquoso da propolis:
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Figura 5.11- Soluciio aquosa nas diferentes etapas do processamento.

Os resultados obtidos para teor de flavondides e compostos fendlicos pelos
métodos espectrofotométricos foram comprovados por andlises de HPLC, conforme
descrito no item 4.3.4. Foram injetados 20 pL de solu¢do no equipamento, sendo que para
as solucdes aquosas inicial e concentrada foram diluidas na ordem de 300 WL em 1.5 mL
de dgua destilada e a amostra de permeado foi injetada sem dilui¢@o. As substincias foram
identificadas comparando-se com padrdes da literatura. Os cromatogramas obtidos para a
solugdo aquosa de prépolis inicial, produto retentado e produto permeado, estao

representados nas figuras 5.12 a 5.14, respectivamente:
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Figura 5.14- Cromatograma do permeado da solucdo aquosa

Analisando os cromatogramas, pode-se identificar alguns dos picos obtidos
com padroes de cromatografia da literatura. Os compostos identificados, suas

concentracdes e 0s picos aos quais se referem, estao expressos na Tabela 5.12.

Tabela 5.12- Concentracio de alguns compostos identificados por HPLC nas solugGes aquosas.

Solugao Composto Numero pico Concentragao (mg/mL)
Acido Caféico 2 1,04
Inicial Acido Cumaérico 3 150
Acido Ferrdlico 4 092
‘ﬁxcido Caféico 5 231
Concentrado  Acido Cumarico 6 0,88
Acido Ferrulico 7 156
Acido Caféico 8 025
Permeado 4 .40 Cumarico 9 041
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Todas as solugdes aquosas apresentam picos situados na regido que representa
tempo de retenc¢ao de até 20 minutos. Isso ocorre pela tendéncia que a dgua tem em extrair
compostos polares. O ultimo pico, representado pelo niimero 9, identificado na solugio de
permeado provavelmente ndo representa um composto isolado e sim um interferente no

sistema, _]:1 que 0 mesmo composto nao esteve presente nos outros cromatogramas.

O 4cido ferrilico nao foi identificado no permeado, podendo-se concluir que
ndao houve perdas deste composto para o produto permeado. Os outros picos presentes nos
cromatogramas representam outros compostos, mas que ndo foram identificados dentre os
padroes da literatura. A baixa quantidade de compostos presentes na solu¢do do permeado
(baixa quantidade de picos) e a baixa concentragdo dos compostos ali presentes,
evidenciam a eficdcia do processo de concentragao.

Park et al. (1998) analisaram a solu¢do aquosa de prépolis preparada em
laboratério por cromatografia liquida de alta eficiéncia e obtiveram resultados muito
semelhantes ao cromatograma representado na Figura 5.12, com a presenca de picos
obtidos em tempos de retencdo pequenos, representando substincias polares, onde foram
identificados os compostos quercetina e pinocembrina. As substincias foram detectadas em
pequenas concentracdes e aumentaram conforme o solvente foi alterado para uma solugio
composto de dgua e dlcool em diferentes concentragdes. Quanto maior a quantidade de

dlcool no solvente, maior a concentracao dos compostos extraidos.

Para a andlise das solucdes alcodlicas inicial e concentrada, foram injetados 10
uL de soluciio no equipamento, diluidas na ordem de 300 PL em 1,5 mL de dgua destilada
e foi injetado 5 YL da amostra de permeado, sem dilui¢do. Os cromatogramas obtidos para
a solucdo alcodlica inicial, concentrada e permeada estdo representados nas Figuras 5.15 a

= e
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Figura 5.17- Cromatograma do permeado da solug¢io alcodlica

A andlise dos cromatogramas permitiu identificar alguns compostos através de
comparacao com padrdes de cromatografia da literatura. Os compostos identificados e suas

concentragoes estao indicados na Tabela 5.13:

Tabela 5.13- Concentragio de alguns compostos identificados por HPLC nas solucdes alcodlicas.

Solugao Composto Numero pico Concentragao (mg/mL)
Acido Caféico 2 1,10
Inicial Acido Cumarico 3 2,89
Acido Ferrtlico 4 3,04
Acido Caféico 5 1,65
Concentrado Acido Cumarico 6 459
Acido Ferrtlico 7 6,01
Acido Caféico 8 041
Permeado  Acido Cumarico 9 1,34
Acido Ferrtlico 10 0,70
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Para o caso das solucdes alcodlicas, ocorrem picos durante todo o tempo de
andlise. Os compostos que apresentaram tempo de retencdo acima de 20 minutos sao
compostos apolares que sdo mais facilmente extraidos pelo dlcool. Observa-se 0 composto
que apresentou maior perda para o permeado (maior pico no cromatograma representado
pela Figura 26) foi o dcido cumadrico. Este dcido pertence a familia dos dcidos fendlicos e
possui baixa massa molar. Os resultados obtidos por andlise espectrofotométrica jd haviam
apontado grande perda de compostos fendlicos, sendo um indicativo do que ocorreu com o

dcido cumdrico, dentre outros, que foram evidenciados pelo HPLC.

Alencar (2002) analisou o extrato da prépolis de vdrias regides do pais. O
cromatograma obtido para o extrato alcodlico da prépolis proveniente do estado de Sao
Paulo foi muito semelhante aos resultados representados na Figura 5.15. Entretanto, este
autor identificou além do dcido cumdrico e do dcido ferdlico, os compostos pinobanksina,
kanferol, apigenina, isosakuranetina e kanferide. Neste trabalho também foi feita uma
comparagio do cromatograma obtido para o extrato de prépolis com o cromatograma
obtido do extrato metandlico de alecrim do campo, e os resultados foram muito

semelhantes. Esse resultado evidencia a origem vegetal da prépolis.

A partir dos dados das Tabelas 5.12 e 5.13, calculou-se os indices de retengao,
conforme equacdo 3.3, para os compostos identificados nas solugdes, e os resultados estao

expressos na tabela a seguir:

Tabela 5.14- Indice de reten¢io dos compostos avaliados.

Composto Solugao aquosa Solugao alcodlica
Acido Caféico 0,89 0.75
Acido Curnarico 0,53 0,71
Acido Ferrdlico 1,00 0,88
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Os dados do indice de retengdo evidenciam que a solug¢do aquosa apresentou
menor perda de compostos para o permeado em relagdo a solucdo alcodlica. O dcido
cumdrico apresenta-se como uma excecdo, ji que apenas 53% do composto nido foram
perdidos para o permeado. Mesmo com as perdas de compostos, os indices obtidos sdo

altos e validam o processo de nanofiltracdo dos extratos de prépolis.

Banvolgyi et al. (2006) durante o estudo do processo de concentraciao do vinho
tinto por nanofiltracio, obtiveram retencao de 88% dos acidos totais, 50% dos dcidos
sulfuricos livres e 93% dos extratos totais, que indicam alguns dos compostos por eles
estudados. Tsui; Cheryan (2007) durante o processo de purificacdo de xantofila por
nanofiltracao, conseguiram retencao de 90% para solidos totais, 88% para proteinas e 98%

para xantofila, principal composto do estudo.
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6. Conclusoes

1. O processo de nanofiltraciio se apresentou como a melhor alternativa
dentre as disponiveis na tecnologia de membranas para a concentragdo dos extratos
de prépolis, jd que apresentou boa retencdo de flavondides e compostos fendlicos e
necessita de menor quantidade de energia em comparagdo com o processo de

OSIMOSE Ireversad.

2. A alteracio do pH do meio de extracdo da prépolis mostrou resultados
positivos para o caso da solu¢do aquosa, em meio bdsico. A extragio mantida em
pH 8,0 apresentou teor de flavondides quase 160% superior em relagdo ao extrato
inicial e conseguiu extrair compostos apolares que, normalmente, ndo sao extraidos

pela dgua pura.

3. Através da evaporagio do solvente dos extratos aquoso e alcodlico da
prépolis, pode-se verificar que as variacoes de densidade e viscosidade foram
pequenas, e os fluidos ainda se comportaram como fluidos newtonianos. Dessa
forma, a alteraciio na viscosidade com a concentragdo exercerd pouca influéncia

durante o tratamento com membranas.

4. A concentragio por nanofiltragdo feita com o extrato aquoso da propolis
mostrou-se eficaz, jd que houve poucas perdas de compostos fenélicos ¢ flavonoides
para o permeado do processo. Além disso, o fluxo foi alto e com pouco decaimento

ao longo do tempo de processamento, evidenciando a viabilidade do processo.

5. A solucdo alcodlica ndo apresentou resultados a mesma retengao de
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compostos que a solugdo aquosa, ja que houve maior perda de flavondides e
compostos fenélicos para o permeado, além de se tratar de um solvente que envolve
mais riscos de manipulagiio. O processo também é mais oneroso neste caso devido

ao alto custo envolvido para limpeza da membrana.

6. A andlise dos cromatogramas demonstrou que houve uma grande
concentracao dos compostos identificados, mesmo no caso da solug@o alcodlica.
Esta resposta comprova os dados obtidos pelas andlises espectrofotométricas e
valida o processo de nanofiltragao dos extratos de propolis, especialmente em meio

aquoso.
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Sugestoes para trabalhos futuros

7. Sugestoes para trabalhos futuros

l. Analisar as atividades antimicrobiana e antioxidante dos extratos
aquosos preparados em diferentes pHs para verificar a viabilidade do uso desta
solu¢do para estes fins e também analisar estas atividades nos produtos

concentrados por nanofiltragdo.

2. Verificar, através de modelagem matemdtica a influéncia dos

pardmetros de processo no fluxo de permeado e retencao de compostos de interesse.

3. Ajustar a curva obtida para o fluxo de permeado a modelos de processos

de concentracdo.

4, Avaliar a eficiéncia do processo de concentracdo com membranas
utilizando-se extratos aquosos de propolis em diferentes pHs.

5. Testar o uso de emulsificantes em diferentes concentracdes para
realizacio da extragio da prdpolis em meio aquoso e analisar a influéncia da

alteracao do pH do meio na extracao de flavondides e compostos fendlicos.
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APENDICE |

Especificacdes da prépolis bruta
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Propolis “in natura” P1MI Lote 15F7P — Apiarios

Lambertucci

Descri¢ao

Prépolis bruta fabricada 15/06/07, com validade até 15/06/09, embalada em
embalagens plasticas individuais de 1Kg e embalagem secunddria de papeldo contendo
10K g.

Propriedades Organolépticas

Resultado Especificado
Cor Conforme Cores escuras variadas
Granulometria Conforme Heterogénea > 7,0 mm
Consisténcia Conforme Maleavel arigida (temperatura ambiente)

Analises Fisico-Quimicas

Resultado Especificado
Umidade 5,03% (m/m) Maximo 8% (m/m)
Cera 23,12% (m/m) Maximo 25% (m/m)
Flavonoides 4,28% (m/m) Minimo 0,5% (m/m)
Soluveis em etanol 44,37% (m/m) Minimo 35% {(m/m)
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APENDICE II

Curvas padrao de quercetina e dcido gdlico
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APENDICE Il

Fotos dos equipamentos utilizados nos ensaios de concentra¢iao por membranas
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Figura AIIL 1- Unidade de membrana utilizada nos ensaios preliminares

Figura AIIL2- Unidade de membrana utilizada no processo de concentracio

109



110



