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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a influéncia da temperatura, presséao e
porcentagem de etanol como co-solvente no processo de extracdo e
fracionamento com di6xido de carbono supercritico de principios ativos presentes
no extrato etandlico de propolis (EEPS) e da prépolis bruta. Os experimentos
foram realizados nas temperaturas de 20 C, 35 € e 50 <C, pressdes de 150, 200
e 250 bar e adicéo de etanol como co-solvente nas proporgcdées de 0 %, 5 % 10 %
e 15 %. A identificacdo dos compostos presentes nos extratos foi feita por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) frente a quatro marcadores
(compostos fendlicos): éacido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (DHCA, também
conhecido como Artepillin C), acido 3-prenil-4-hidrocinamico (PHCA), acido 4-
hidroxicindmico (acido p-cumarico) e 4’-metoxi-3,5,7-tridroxiflavona (canferide). A
atividade antioxidante dos extratos foi baseada no sequestro do radical 2,2-difenil-
1-picrilhidrazila (DPPH) pelos extratos de prépolis analisados e o resultado é
expresso em EDsp. A atividade antimicrobiana in vitro foi avaliada pelo método de
difusdo em disco contra trés microorganismos patogénicos: Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Candida albicans (ATCC 10231) e Escherichia coli (ATCC
25922). O extrato etandlico de propolis teve um rendimento médio de 39,45 % e
uma alta atividade antioxidante, ou seja, um EDsy de 7,58 pg/mL. O experimento
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de extracao supercritica a partir do EEPS realizado na condi¢cdo de 20 € e
pressdo de 250 bar apresentou uma alta atividade antioxidante, cerca de 7,91
ug/mL, muito préximo com o valor obtido para o EEPS. A extragdo supercritica a
partir do extrato etandlico de propolis com adicao de 5, 10 e 15 % nao apresentou
resultados satisfatorios. Os maiores rendimentos globais para a extracéo
supercritica da propolis bruta, foi obtido quando adicionou-se 15 % de etanol como
co-solvente. O extrato etandlico de prépolis seco (EEPS) apresentou um halo de
inibicdo de 10 mm frente ao S. aureus. O extrato etandlico de prépolis e os

extratos obtidos via supercritica ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra
Candida albicans e Escherichia coli.

Palavras-Chave: Propolis, extracdo supercritica, Artepillin C, atividade antioxidante,
atividade antimicrobiana
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ABSTRACT

The objective of this work is to investigate the influence of temperature, pressure
and percentage of ethanol as a co-solvent in the process of extraction and
fractionation with supercritical carbon dioxide of active ingredients present in dry
ethanolic extract of propolis (EEP) and crude propolis. The experiments were
conducted under temperature conditions of 20 C, 35 T and 50 C, pressure on
the conditions of 150, 200 and 250 bar and the addition of ethanol as co-solvent in
the proportions of 0 %, 5 %, 10 % and 15 %. The identification of compounds
present in the extracts was measured by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) against four markers (phenolic compounds): 3,5-diprenyl-
4-hydroxycinnamic acid (DHCA, also known as Artepilin C), 3-prenyl-4-
hydroxycinnamic acid (PHCA), 4-hydroxycinnamic acid (p-coumaric acid) and 4'-
methoxy-3 ,5,7-tridroxyflavone (Kaempferide). The antioxidant activity for all
extracts were evaluated by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) free radical
scavenging method, the results was expressed in EDsyo. The antimicrobial activity
using disk diffusion were determined against three pathogenic microorganisms:
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Candida albicans (ATCC 10231) and
Escherichia coli (ATCC 25922). The global yield of the extraction of ethanolic
extract of propolis was 39.45% and had a high antioxidant activity, EDso of 7.58 ug



/mL. The experiment of supercritical extraction of the EEP conducted on the
condition of 20 T and pressure of 250 bar resulted in an extract with about 7.91
mg/mL, very close to the value obtained for the EEP. The supercritical extraction
from ethanol extract of propolis with the addition of 5, 10 and 15% of what did not
present satisfactory results. The global yield of supercritical extraction of crude
propolis, was obtained when added 15% of ethanol as a co-solvent. The ethanolic
extract of propolis (EEP) presented an inhibition halo of 10 mm for S. aureus. The
ethanolic extract of propolis and the extracts obtained by supercritical technology
did not show antimicrobial activity against Candida albicans and Escherichia coli.

Keywords: Propolis, supercritical extraction, Artepillin C, antioxidant activity, antimicrobial
activity
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos

CAPITULO 1 - INTRODUGAO E OBJETIVOS

1.1 Introducao

Propolis € um material multifuncional usado pelas abelhas na construcao e
manutencao da colméia. A sua composicao quimica é bastante complexa e suas
propriedades farmacolégicas sao estudadas ha muito tempo.

Propolis € usualmente dissolvida em etanol ou em mistura etanol/agua e
filtrada para remover material insoluvel, tais como graxas e detritos da colméia,
obtendo como resultado um extrato alcoédlico de propolis, este processo favorece o
aumento da concentracdo de flavondides em relacdo ao material bruto. A
composi¢ao do extrato resultante depende da localizagao da colméia, das fontes
disponiveis de busca das abelhas, do pais de origem, estacdo do ano e da razédo
etanol/agua usada na extracdo (CATCHPOLE et al., 2004).

Em 1991, no “50™ Annual Meeting of the Japanese Cancer Association”, o
Instituto Nacional de Doencas Infecciosas do Japao anunciou a descoberta de trés
agentes anticancer na forma de diterpenos na prépolis, levando com isso a um
“boom” da prépolis no Japao. Atualmente no Japao, os produtos de propolis séo
obtidos a partir do extrato alcodlico, do extrato alcool/agua e também por métodos
de extracao supercritica e sao produzidos basicamente a partir de matéria-prima
proveniente do Brasil (JAFRA, 2007).

O interesse global de pesquisas em propolis tem duas justificativas: a
primeira devido a suas caracteristicas de panacéia, como por exemplo: uso como
anestésico e no tratamento dermatolégico, como antibidtico, antifungico e

antitumoral, dentre outras. A segunda é devido a seu alto valor agregado, pelo
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qual um frasco do extrato alcodlico que é vendido no Brasil por cerca de 5 a 10
reais, chega a custar 150 délares em Toquio. Este alto valor agregado em Toquio
pode justificar em parte o interesse dos japoneses na propolis, principalmente a de
origem brasileira (sendo hoje a terceira maior produ¢do mundial, perdendo apenas
para a China e a Russia). Embora produza de 10 a 15 % da produ¢ao mundial, o
Brasil atende a cerca de 80 % da demanda japonesa. Dois pontos se destacam na
preferéncia dos japoneses pela prépolis brasileira (obviamente além das
propriedades farmacoldgicas): o primeiro em relacdo a suas caracteristicas
sensoriais € em segundo devido a menor teor de metais pesados e demais
poluentes ambientais (PEREIRA et al., 2002).

Recentemente, alguns trabalhos apresentados na literatura, empregaram o
poder anti-solvente do dioxido de carbono para fracionar os componentes do
extrato alcoodlico de prépolis com o objetivo de obter fracdes especiais ricas em
componentes de interesse. Os flavondides e derivados do &cido cindmico séo
polares e tem solubilidade muito baixa em dioxido de carbono supercritico,
enquanto que a mistura CO, + etanol € um bom solvente (CATCHPOLE et al.,
2004). O processo consiste em adicionar o CO, supercritico no extrato alcodlico,
diminuindo a solubilidade dos solutos de interesse, precipitando-os em funcao da
diminuicao de solubilidade e em fungao das variaveis de processo. Uma patente
chinesa (WU e LUYU, 2000) relata extragdo sequencial de prépolis a partir de
extrato alcodlico. Além desta aplicagdo, de grande interesse comercial, a
propriedade anti-solvente do CO, é muito empregada na industria farmacéutica
para producdo de micro e nano particulas e ainda para microencapsulacao de
principios ativos. Neste sentido, Mishima et al. (1997) apresentam trabalhos no
qual encapsulam flavona e 3-hidroxiflavona em polimeros usando o di6xido de

carbono supercritico.

Os processos de separacao envolvendo o diéxido de carbono supercritico,

vém resolver alguns problemas das industrias de processamento, pois sao
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processos alternativos que podem minimizar o impacto ambiental, pela diminuigéo
de residuos téxicos e pelo melhor aproveitamento dos sub-produtos. O CO, é
inerte, ndo toéxico, de baixo custo, tornando-o ideal para uso em alimentos. O
produto final obtido por este processo € isento de residuos de solventes organicos
e atende as restricbes impostas pelos 6rgaos de saude. Além de possuir excelente
qualidade, possui também a vantagem de sua temperatura critica (31,2 C) ser
relativamente baixa, facilitando o uso de temperaturas nao elevadas em condi¢coes
supercriticas em processos envolvendo materiais termolabeis. Por fim, como o
diéxido de carbono € um gas nas condicées ambientes, sua separacao é simples,
podendo ser realizada reduzindo a pressao as condicées normais.

Baseando-se no fato de que a prépolis € um produto de alto valor no
mercado internacional e o Brasil possui um grande potencial para a sua producéo,
ja que sua prépolis apresenta excelente qualidade (considerada hoje a melhor do
mundo), verificou-se a possibilidade de usar o CO, supercritico para fracionar
prépolis. A técnica empregando a propriedade anti-solvente do CO. para o
fracionamento da prépolis ja é realidade no Japao (JAFRA, 2007), produzindo
assim um produto diferenciado de altissimo valor agregado.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivos gerais

Avaliar o processo de extracdo supercritica de compostos presentes na
prépolis verde, utilizando CO, como solvente supercritico, com/sem adicéo de co-
solvente em relagcdo ao rendimento global de extragdo, composi¢ao quimica frente

a quatro marcadores selecionados e atividade antimicrobiana.
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1.2.2 Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos:

e Obtencao do extrato etandlico de prépolis, avaliando o rendimento da
extracdo e a composicao quimica frente a quatro compostos fenélicos previamente
selecionados, dentre os quais trés acidos cinamicos: acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (Artepillin C ou DHCA), &cido 3-prenil-4-hidroxicindmico (PHCA),
acido 4-hidroxicindmico (p-cumarico) e um flavondide: 4’-metoxi-3,5,7-

triildroxiflavona (canferide);

e Realizar extragdes com CO2 sub e supercritico a partir do extrato
etandlico de prépolis seco (EEPS) e da propolis bruta para a obtencdo de dados
experimentais de fracionamento. Obter a sua respectiva composicao em funcao
das variaveis de processo: temperatura de 20, 35 e 50 C; pressao de 150, 200 e
250 bar e uso de etanol como co-solvente nas proporcoes de 5 %, 10 % e 15 %;

o Identificar e quantificar nas fracbes obtidas, alguns compostos de
interesse por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) frente aos
marcadores: Artepillin C (4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) (DHCA), &cido 3-
prenil-4-hidroxicinamico (PHCA), acido p-cumarico e canferide;

J Medir a atividade antioxidante (AA) do extrato etandlico de propolis e
dos extratos obtidos via tecnologia supercritica através do sequestro do radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH);

o Medir a atividade antimicrobiana in vitro contra trés microorganismos
patogénicos, sendo um Gram positivo: Staphylococcus aureus, um Gram negativo:
Escherichia coli e uma levedura: Candida albicans.
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CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Prépolis

Propolis (CAS N° 9009-62-5) € o nome genérico de uma substancia
resinosa, de coloracdo e consisténcia variada, coletada pelas abelhas das
diversas partes da planta, como broto, botdes florais e exsudados resinosos (KOO
e PARK, 1996). O termo ‘propolis’ foi usado por autores na antiga Grécia onde pro
significa “em defesa de” e polis “cidade”, isto €, em defesa da cidade ou colméia
(MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998). As abelhas de fato usam esta substancia
para protegé-las contra insetos e microorganismos, empregando-a em finas
camadas nas paredes internas das colméias, para vedar buracos e rachaduras,
reparar e fortalecer os favos de mel, proteger a entrada da colméia, no preparo de
locais assépticos para a postura da abelha rainha e na mumificagdo de insetos
invasores (BANKOVA et al., 2000). Costuma-se encontrar na colméia pequenos
animais ou parte deles envoltos em propolis, em perfeito estado de conservacgao,
jA que a prépolis é também atribuida agdo antimicrobiana, o que impede a
decomposicdo do cadaver (MARCUCCI, 1996; PARK et al., 1998a). Ha evidéncias
da utilizacdo da prépolis desde 300 A. C.; como por exemplo, no Antigo Egito,
onde a prépolis era utilizada para embalsamar mortos, como medicamento e
antisséptico. Na lItalia, no século XVII, foi usada em vernizes, especialmente para
violinos (GHISALBERTI, 1979).

Na Figura 2.1 é apresentado um desenho esquematico sobre utilizacdo da
prépolis pelas abelhas (APICULTURA, 2006).
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Figura 2.1. Desenho esquematico da utilizacdo da prépolis pelas abelhas.
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A coloracao da prépolis € dependente de sua procedéncia, pode variar do
marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada até o marrom
avermelhado, dependendo do seu tipo e idade. Possui um odor caracteristico que
pode variar de intensidade, de acordo com a amostra. O ponto de fusao é variavel
entre 60 - 70 € sendo que pode atingir em alguns c asos até 100 T (MARCUCCI,
1996). E uma substancia rigida, porém quebradica quando fria e que se torna
ductil e maleavel quando aquecida. Sua remocao da pele humana é dificil, pois
pode interagir fortemente com 6leos e proteina da pele (BURDOCK, 1998).

Durante a coleta, as abelhas misturam a cera e a propolis coletada
juntamente com a enzima 13-glicosidase presente em suas salivas, acarretando a
hidrélise dos flavondides glicosilados até suas respectivas agliconas (PARK et al.,
1997). A Figura 2.2 apresenta uma fotografia de prépolis de origem brasileira
(APICULTURA, 2006).

Figura 2.2. Fotografia de uma amostra de um tipo de prépolis de origem brasileira.

Konig (1994) relatou as fontes vegetais da propolis de diversas regides.
Segundo o autor, na Europa a principal fonte vegetal para a prépolis sdo as
arvores da familia das Salicaceas, particularmente do género Populus
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(popularmente conhecida como “alamo”). Nos Estados Unidos, além dos “alamos”,
os pinheiros de modo geral sdo importantes fontes para a prépolis. Na Australia,
os eucaliptos sao fontes vegetais importantes, sendo que na regido Ocidental, as
plantas da espécie Xanthorrhea presii e Xanthorrhea australis sao as fontes
vegetais predominantes da prépolis. De acordo com Park et al. (2002), a
Baccharis dracunculifolia DC. (compositae) € a fonte botanica da propolis
originaria do sudoeste do Brasil. Este tipo de prépolis é caracterizada pela
predominancia de acidos fendlicos, especialmente prenilados derivados do acido
p-cumarico (MARCUCCI e BANKOVA, 1999; PEREIRA et al., 2002).

Bankova et al. (1998) estudaram os botdes florais de arvores de Populus
nigra, Populus italica e de prépolis da Bulgéaria e isolaram dois ésteres do acido
cafeico e dois ésteres do acido ferulico. Os autores confirmaram a hipdtese da
origem vegetal da propolis da Bulgaria pela sua relagdo com os botdes das
familias das salicaceas, principalmente Populus nigra.

Nos estudos de identificacao da origem botanica, a composicao quimica da
prépolis comparada com a composicao da provavel fonte vegetal tem se mostrado
um dos melhores indicadores da origem da prépolis (GHISALBERTI, 1979).

Bankova et al. (1999) investigaram, utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), propolis e secrecoes de trés
espécies de plantas, Baccharis dracunculifolia, Araucaria angustifolia e Eucalyptus
citriodora, que sdo comumente mencionadas como as provaveis fontes botanicas
de propolis. Baseado nas evidéncias quimicas, os autores relataram que B.
dracunculifolia mostrou ser uma das fontes de prépolis no estado de Séao Paulo.

Bankova et al. (1998) investigaram por CG e CG-EM a variagdo sazonal na
composicao quimica de propolis brasileira coletada por duas subespécies de
abelhas, Apis mellifera africanizada e Apis mellifera ligustica européia. Os

principais componentes das amostras foram o0s compostos fendlicos,
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especialmente os derivados de acido cinamico. Houve excecao para as amostras
de outono de Apis mellifera lingustica, onde os diterpenos predominaram. Nas
prépolis de ambas as subespécies, o0s diterpenos apareceram no verao e
atingiram a porcentagem maxima no outono, mas estiveram ausentes durante as
outras estacdes. Os autores concluiram que ambas as subespécies de abelhas
coletam prépolis do mesmo grupo de plantas e existem pelo menos duas fontes
vegetais importantes que no entanto, ainda ndo foram identificadas.

2.2 Historico

Um dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela
humanidade tem sido a propolis, a qual € administrada sob diversas formas. Seu
emprego ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No
Egito antigo (1700 A. C.; “cera negra”) era utilizada como um dos materiais para
embalsamar os mortos (PEREIRA et al., 2002).

Os gregos, entre os quais Hipdcrates, a adotaram como cicatrizante interno
e externo. Plinio, historiador romano, refere-se a prépolis como medicamento
capaz de reduzir inchacos e aliviar dores, enquanto a elite feminina da época
utilizava esta multi-droga no alivio da sindrome pré-menstrual e de coélicas. Para
médicos europeus dos séculos XVI em diante, particularmente russos e
poloneses, a propolis encontrou emprego como antibacteriano, tuberculostéatico e
agente dermatoldgico antieczematoso e antiacne. Na odontologia era empregada
no tratamento de abcessos e gengivas hemorragicas, bem como nos casos de
candidiases bucais e halitoses. A propolis também é encontrada nos receituarios
chineses antigos como medicamento ativo contra moléstias coronarias e
hipertensdo (supondo-se atividade hipolipémica) e disfungées hematoldgicas
(NOTHENBERG, 1997).
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O termo prépolis ja era descrito no século XVI na Franca. Na Africa do Sul,
na guerra, ao final do século XIX, foi amplamente utilizada devido as suas
propriedades cicatrizantes e, na segunda guerra mundial, foi empregada em varias
clinicas soviéticas. Na antiga URSS, a propolis mereceu especial atengcao na
medicina humana e veterinaria, com aplicacées inclusive no tratamento da
tuberculose, observando-se a regressdo dos problemas pulmonares e
recuperacao do apetite (PEREIRA et al., 2002).

Em 1908 surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades
quimicas e composicao, indexado no Chemical Abstracts (referéncia n°192). Em
1968 surgiu no Chemical Abstracts o resumo da primeira patente utilizando a

prépolis (Romena, para a producao de lo¢des para banho) (PEREIRA et al., 2002).

Anos atras, famosos fabricantes de violinos na ltélia, incluindo Stradivarius,
usavam a propolis como um ingrediente na composi¢ao de vernizes. Foi descrita a
coloragao especial de alguns violinos feitos por antigos mestres de Cremona
devido ao uso de propolis nos polidores e vernizes (MARCUCCI, 1996;
BURDOCK, 1998). Hoje em dia ainda é utilizada na resina de instrumentos com
cordas e para o reparo de acordedes (BURDOCK, 1998).

2.3 Publicacoes

Historicamente o primeiro trabalho (indexado pelo Chemical Abstracts)
sobre a propolis foi publicado 10 anos depois que o professor Heinrich Dresser da
Bayer, proclamou o surgimento de uma milagrosa droga batizada como heroina, 5
anos depois do surgimento do primeiro barbitirico e 14 anos antes do
descobrimento da vitamina D, por McColunn e colaboradores, no 6leo de figado

10
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de bacalhau (que evitaria o raquitismo), isolada na Alemanha por Windaus.
(PEREIRA et al., 2002).

Em pouco mais de 90 anos, o numero de trabalhos publicados citados no
Chemical Abstracts totaliza 450, oriundos de 39 paises (dos cinco continentes),
aléem de 239 patentes (PEREIRA et al.,, 2002). Houve um crescimento quase
exponencial do numero total de publicacdes sobre a prépolis. Os principais paises
em numero de publicagbes no assunto tiveram um aumento substancial nas
décadas de 80 e 90: entre 40 % (ltalia de 5 para 7 trabalhos publicados) e 660 %
(Japao de 5 para 38 trabalhos publicados) (PEREIRA et al., 2002).

O interesse dos japoneses pela propolis € traduzido no numero de
publicacbes. Em 1987 surgiram as trés primeiras publicacbes japonesas;
coincidentemente, todas revisando em japonés as suas propriedades,
principalmente as biologicas. O Japao responde por cerca de 10 % do total de
trabalhos publicados (PEREIRA et al., 2002).

No Brasil a primeira publicacao sobre a prépolis, em 1984, apresenta um
estudo comparativo do efeito da prépolis e antibidticos na inibicdo de
Staphylococcus aureus. A propolis brasileira estudada apresentou mais atividade
antimicrobiana do que varios antibiéticos testados. Apesar da posicao de destaque
na producdo e comércio da propolis, e de possuir a quinta maior produtividade
cientifica no assunto (cerca de 6 % do total de trabalhos publicados, cerca de 27
artigos), a atividade de pesquisa no Brasil ndo reflete em numero, nem em
conteudo, o interesse internacional que a propolis brasileira possui, principalmente
para os japoneses (PEREIRA et al., 2002).

11
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2.4 Patentes

Uma verdadeira "febre" de patentes sobre prépolis vem sendo observada.
Desde a primeira patente (romena) em 1965, até 1999 ja foram depositadas
aproximadamente 239 patentes. Até o final da década de 80, as patentes eram
dominadas pela antiga URSS (RuUssia e seus paises satélites), principalmente a
Roménia. Hoje 43 % de todas as patentes depositadas sao japonesas, sendo que
a primeira patente japonesa surgiu em 1987 (sobre o uso da prépolis no controle
de odores). Em relacdo ao Brasil, a primeira patente surgiu somente em 1995 para
0 uso em tratamento odontolédgico, na prevencao de céries e gengivites. Até 1999,
o Brasil possuia somente trés patentes (menos de 2 % de todas as patentes
depositadas) (PEREIRA et al., 2002).

Quinze patentes, 6,2 % do total depositado até o comeco de 1999, se
referem ao uso da propolis em tratamentos odontoldgicos. Essa é uma das
aplicagdes da prépolis mais estudada em todo mundo, tendo relatos cientificos
desde 1952 (PEREIRA et al., 2002).

O reduzido numero de patentes brasileiras em relagdo aos trabalhos
publicados (3 patentes/27 trabalhos), reflete infelizmente o fato da universidade
brasileira ndo ter o habito ou incentivos e mecanismos para proteger suas
atividades de pesquisa por meio de patentes. O oposto ocorre no Japao, onde
foram depositadas 98 patentes, mais do dobro do nimero de trabalhos publicados,
aproximadamente 43, no mesmo periodo, incluindo patentes sobre a aplicacao de
compostos isolados inicialmente da prépolis brasileira (PEREIRA et al., 2002).

12
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2.5 Importancia econémica

O mercado brasileiro de produtos apicolas esta avaliado atualmente em
US$ 360 milhdes anuais. As pesquisas demonstram um potencial de curto prazo
para mais de US$ 1 bilhdo anual (UNIFLORA, 2007). Estudos sobre a produgéao
apicola no Brasil mostram dados contraditérios quanto ao numero de apicultores e
colméias, producdo e produtividade. Quanto aos apicultores, as pesquisas
apontam os extremos entre 26.315 e 300.000; esses produtores juntos possuem
entre 1.315.790 e 2.500.000 colméias e um faturamento anual entre R$
84.740.000,00 e R$ 506.250.000,00 (EMBRAPA, 2007). Os dados conflitantes
refletem a dificuldade em se obter informacdes precisas quanto a producado e
comercializacao no setor agropecuario; entretanto, conseguem passar a idéia da

importancia dessa atividade para o pais (EMBRAPA, 2007).

De maneira similar a outros paises, este mercado tem crescido em funcéo
da procura por produtos naturais de alta qualidade e, principalmente, por produtos
que atendam aos anseios especificos do consumidor. A nivel internacional,
somente o Japao movimenta anualmente US$ 300 milhdes com a prépolis. As
estimativas de consumo de produtos apicolas para a Unido Européia sdo de US$
12 bilhdes anuais (UNIFLORA, 2007).

O interesse global de pesquisas em propolis tem duas justificativas: a
primeira devido a suas caracteristicas de panacéia (varias atividades biol6gicas).
De certa maneira essas caracteristicas também atrapalham sua aceitacao, ja que
0s médicos e outros profissionais tendem a desconfiar de sua eficacia devido a lhe
serem atribuidas dezenas de atividades biolégicas simultaneamente. A segunda é
devida ao seu alto valor agregado, ja que um frasco do extrato alcodlico € vendido
no Brasil por cerca de 5 a 10 reais, mas chega a custar 150 dblares em Toquio
(NOTHENBERG, 1997; PEREIRA et al., 2002). Este alto valor agregado em

13
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Téquio pode justificar em parte o interesse dos japoneses na prépolis,
principalmente a brasileira (sendo hoje a terceira maior producdo mundial,
perdendo apenas para a Russia e a China). Embora produza de 10 a 15 % da
producdo mundial, o Brasil atende a cerca de 80 % da demanda japonesa. Dados
da Federacao de Apicultores de Minas Gerais revelam que a propolis produzida no
estado é considerada a melhor do mundo no mercado japonés, onde o quilograma
do produto saltou de US$ 5 para US$ 200 nos ultimos anos (PEREIRA et al.,
2002).

Dois pontos se destacam na preferéncia japonesa pela prépolis brasileira
(obviamente além das propriedades farmacoldgicas): o primeiro gracas as suas
caracteristicas sensoriais e em segundo devido ao menor teor de metais pesados
e demais poluentes ambientais (NOTHENBERG, 1997; PEREIRA et al., 2002).

2.6 Composicao quimica da propolis

A complexidade composicional da prépolis, em termos quimicos, foi
pioneiramente revelada pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG/EM), o que permitiu a deteccdo de mais de 150
componentes (GREENAWAY et al., 1991). E considerada uma das misturas mais
heterogéneas encontradas em fontes naturais, sendo que hoje mais de 300
constituintes ja foram identificados e/ou caracterizados em diferentes amostras de
propolis (BURDOCK, 1998). Geralmente a propolis é composta por
aproximadamente 50 % de resinas, 30 % de ceras, 10 % de 6leos essenciais e
aromaticos, 5 % de pdlen e 5 % de outros compostos organicos (PIETTA et al.,
2002).

14
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Os constituintes principais sdo os compostos fendlicos, a sua estrutura
quimica é formada pelo anel benzénico com grupos hidroxilas associadas
diretamente a estrutura ciclica (CROFT, 1998). Estas substancias na propolis sao
representadas pelas agliconas de flavondides, acidos fendlicos e seus ésteres, os
quais sao responsaveis pela bioatividade contra varios microorganismos
patogénicos (BANSKOTA et al., 1998; BURDOCK, 1998).

A presenca destes diversos compostos fendlicos, principalmente os
flavonoides, explicam, em parte, a grande variedade das propriedades
terapéuticas relatadas por diversos pesquisadores. De fato, a aplicacdo médica da
prépolis aumentou o interesse na sua composicao quimica e na sua origem (KOO
e PARK, 1996; BANSKOTA et al., 2000b).

As diferencas na composicao quimica da prépolis promovem variacao das
propriedades bioldgicas e farmacoldogicas deste importante produto natural
(PEREIRA et al., 2002). Este é possivelmente o maior problema para o uso da
prépolis em fitoterapia, tendo em vista que sua composicao quimica varia com a
flora da regido (brotos, cascas, galhos, exudados resinosos e menos importante,
botdes florais) e época da colheita; com a técnica empregada, assim como com a
espécie da abelha (no caso brasileiro também o grau de “africanizacao” da Apis
mellifera pode influenciar a sua composi¢cdo), conjunto este que exerce uma
enorme importancia nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas. Varios
trabalhos na literatura mostram a similaridade ou relacionam algumas substancias
naturais das plantas aos componentes encontrados na prépolis. Somente no caso
do Brasil sdo descritas propriedades bioldégicas e composicdo quimica distintas
para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais. Essa variacao é
facilmente explicada pela grande biodiversidade brasileira, assim como, até certo
ponto, a habilidade bioquimica das abelhas em alterar a composicao nativa ou

adicionar componentes proprios a propolis (PEREIRA et al., 2002).
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O maior grupo de compostos isolados da prépolis sdao os flavondides,
encontrados em todas as partes do reino vegetal, os quais, junto com os acidos
carboxilicos modificados, sdo componentes estratégicos na prépolis, pois sao
responsaveis pela bioatividade contra varios microorganismos patogénicos
(BURDOCK, 1998).

Uma menor variacdo da composicao quimica da propolis € observada nas
regides temperadas do planeta, como por exemplo na Europa, onde seus
principais compostos bioativos sdo os flavondides (flavonas, flavondis e
flavanonas). A principal fonte botanica das zonas temperadas € exsudado de broto
de espécies de Populus (poplar) e seus hibridos (GREENAWAY et al., 1991;
BANKOVA et al., 1995; HEGAZI et al., 2000; BANKOVA et al., 2000; PEREIRA et
al., 2002). Isso é verdade para a Europa, América do Norte e regides nao tropicais
da Asia e até na Nova Zelandia, onde espécies introduzidas de alamo sdo fontes
botanicas para as abelhas (BANKOVA et al., 2000b).

As prépolis de origem brasileiras sdo classificadas em 13 grupos conforme
sua composicao fisico-quimica, que € diretamente relacionada com a planta
utilizada pelas abelhas (DAUGSCH et al., 2006).

Existe uma grande controvérsia em relagdo ao teor de flavondides nas
amostras brasileiras (PEREIRA et al., 2002). Bankova et al. (1995) concluiram que
a propolis de origem brasileira possuem baixa concentracdo de flavonoides e
ésteres de acidos fendlicos, possuindo altas concentracdes de acido
dihidroxicinamico, acetofenonas preniladas e alguns terpendides especificos.
Alguns autores sugerem que as fontes provaveis para a propolis brasileira podem
ser principalmente Baccharis spp. (BANSKOTA et al.,, 1998) e Araucaria sp.
(BANKOVA et al., 1998; BANSKOTA et al., 1998). Aga et al. (1994) indicam os

compostos prenilados como os maiores constituintes da propolis brasileira e relata

16



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

que a atividade antibacteriana destes compostos pode ser aumentada com o

aumento do numero de residuos prenil, como citado por Marcucci et al. (2001).

Nas zonas temperadas do hemisfério norte, as abelhas coletam a prépolis
apenas no verao (incluindo final da primavera e comec¢o do outono - cerca de
qguatro meses) e por isso as variagdes sazonais na composicao da propolis sao
insignificantes. No Brasil, entretanto, a coleta de prépolis se da durante todo o
ano, deste modo existe uma variagcdo sazonal na sua composicdo. A diminuigao
em alguns componentes biologicamente ativos como os fendlicos séo
acompanhados pelo aumento de outros, por exemplo, acidos diterpénicos. Deste
modo pode-se esperar que algumas atividades biolégicas, relacionadas a estes
compostos, (antibacteriana, antifingica) sejam similares em diferentes estacoes
do ano (BANKOVA et al., 1998). Isto foi comprovado por Sforcin et al. (2000) que
demonstraram ndo existir diferenca estatisticamente significante na atividade
antimicrobiana da prépolis coletada nas quatro estacdes do ano frente as cepas
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. A subespécie da abelha também tem
determinada influéncia na composicao quantitativa da prépolis, porém o critério de
escolha da fonte botanica pelas abelhas permanece incerto (BANKOVA et al.,
1998).

Os tipos de compostos aromaticos e terpénicos encontrados na prépolis
possuem uma importancia biolégica que permitem a determinacido das espécies
vegetais visitadas pelas abelhas (MARCUCCI, 1996).

Os diferentes grupos de compostos da prépolis foram descritos por Walker e
Crane (1987); Greenaway et al. (1991); Marcucci (1995); Fontana et al. (2000);
Bankova et al. (2000); Pereira et al. (2002) citado por Aldemann (2005) e sao
descritos abaixo:

e Hidrocarbonetos superiores (penta-, hexa-, nonacosanoshexanos);
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Alcoois (cinamicos, fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico);

Acidos alifaticos (acético, angélico, butirico, fumarico, isobutirico,
metilbutirico) e ésteres derivados (acetatos de isobutila, isopentila e
isopentelina);

Acidos aromaticos (benzéico, cafeico, cindmico, cumaricos (-o, -m, -
p), ferdlico, galico, salicilico, 3-4-dimetoxicinAmico, gentisico,
hidroxicinamico, isoferulico, vanilico) e ésteres aromaticos derivados
(acetato de benzila, benzoato de benzila, cafeato de benzila,
cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato de prenila,
salicilato de benzila, cafeato de butenila, cafeato de butila, cafeato de
cinamila, cafeato de butila, benzoato de etila, benzoato de metila,
salicilato de metila; ésteres do acido cafeico com alcoois graxos de
cadeia longa - dodecanol, tetradecanol, tetradecenol, hexadecanol);

Acidos graxos superiores tipicos de ceras (araquidico, behénico,
ceroético, lignocérico) e usuais (palmitico, oléico, laurico, miristico) e

seus ésteres (hexacosilhexadecanoato);

Aldeidos (benzaldeido, aldeido caproéico, vanilina, isovanilina, p-
hidroxibenzaldeido);

Cetonas (acetofenona e seus derivados);

Flavonas e flavonois (acacetina, apigenina, apigenina-7-metil éster,
crisina, galangina, galangina-3-metil éster, quercetina, canferol,

tectocrisina, canferide; 3,7,4’,5" tetrametil éter da quercetina);

Flavonas (naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato,
pinobanksina-3-butirato, pinobanksina-3-metil éter, pinocembrina,
pinostrobina);
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e Chalconas e diidrochalconas (de alpinetina, naringenina,
pinobanksina, pinobanksina-3-acetato, pinocembrina, pinostrombina);

e Terpenodides (farnesol, geraniol, cimeno, limoneno, estireno,
naftaleno, B-bisabolol, 1,8-cineol, derivados de clerodane, derivados
do labdane, B-amirin, sesquiterpendides, ledol, spatulenol,

germacren);
e Esterdides (acetatos de estigmasterol e calinasterol);

e Aminoacidos (alanina, B-alanina, acido a-aminobutirico, acido—o-
aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, cistina, cisteina,
acido glutadmico, glicina, histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, ornitina, fenilalanina, prolina, acido piroglutamico,

sarcosina, triptofano, valina, serina, treonina, tirosina);

e Acucares (d-ribofuranos7e, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose,
sacarose e xilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturénico,

lactose, maltose, melibiose, eritritol, inositol);
e Lignanas (sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofuran);
e Vitaminas (A, B1, B2, B6, C e E);

e Minerais (sédio, potassio, magnésio, bario, estréncio, cadmio,
chumbo, cobre, manganés, ferro, calcio, vanadio, silicio, aluminio,

niquel, zinco, cromo, titanio, prata, molibdénio, cobalto).

Dezoito diferentes compostos tém sido identificados e quantificados de
diferentes amostras de prépolis do Sul e do Sudeste do Brasil, que incluem acido
cafeico e derivados, acido p-cumarico e derivados, acido ferulico, pinobasksina,

um derivado do kaemferol e cinco compostos fendlicos denomidados: acido 3-
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prenil-4-hidroxicinamico (PHCA), acido 2,2-dimetil-6-carboxietil-2h-benzopirano
(DCBEN), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C ou DHCA) e acido 6-
propendico-2,2-dimetil-8-prenil-2h-1-benzopirano (DPB) (MARCUCCI et al., 2000).

Midorikawa et al. (2001) identificaram a presenca de Artepillin C, acido 4-
hidroxi-3-prenilcindmico, acido p-cumarico e canferide em amostras de propolis
brasileira. Park et al. (2004) identificaram flavonoides e outros compostos fendlicos
em extratos etandlicos de propolis (EEP) e exudados resinosos de Baccharis
dracunculifolia, tais como: acido p-cumarico, acido ferdlico, &cido cinamico,
pinobasksina, kaemferol, crisina, canferide e Artepilin C (acido 3-prenil-4-
hidroxicindmico) entre outras, estando presentes em maior quantidade Artepillin C
(38,58 mg/qg), canferide (12,57 mg/g) e acido p-cumarico (10,67 mg/qg).

Banskota et al. (1998) isolaram e identificaram 23 compostos em amostras
de prépolis do Brasil. Destes, um composto novo foi identificado como um
derivado do cromano prenilado (3-hidroxi-2,2-dimetil-8-fenilcromano-6-acido
propendico) (1). Os outros compostos, ja conhecidos, foram identificados como:
2,2-dimetil-8-fenilcromeno-6-acido propendico) (2); 2,2-dimetilcromeno-6-acido
propendico (3); 2,2-dimeticromeno-6-acido carboxilico (4), Artepilin C (5); 4-
dihidrocinamoiloxi-3-acido fenilcindmico (6); 4-hidroxi-3-acido fenilcinamico (7);
vanilina (8); aldeido coniferil (9); acido isocupréssico (10); 15-acetoxiisocupressico
acido (11); acido agatico (12); acido agatico 15-metil éter (13); acido agatalico
(14); acido cupréssico (15); tremetona (16); viscidona (17); 12-acetoxiviscidona
(18); betuletol (19); kamferide (20); ermenina (21); 3,5,7-trihidroxi-4-metoxiflavanol
(22); e acetato coniferil dimérico (23). Os compostos 4, 7, 12, 19 e 22 foram
isolados pela primeira vez em propolis.

Sawaya (2006) através da andlise por ionizacdo por eletrospray (IES)
acoplado a espectrometria de massas (EM) relacionou a presenca de algumas

substancias importantes em propolis provenientes de algumas regides do Brasil e
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de algumas plantas que sao provaveis fontes de coleta pelas abelha (Apis
mellifera). A Tabela 2.1 apresenta os compostos identificados por Sawaya (2006)

em prépolis do sul e do sudeste do Brasil.

Tabela 2.1. Compostos identificados de prépolis de A. mellifera do sul e sudeste do Brasil.

[M-H] Nome Onde foi
encontrado

151 Vanilina D, F
163  Acido p-cumarico A,B,C,D,F
177 3-metoxi-4-hidroxi-cinamaldeido C
179  Acido cafeico A,C,D,F
199  Acido 2,2-dimetil-2H-1-benzopirano-6-propendico B,C.,F
231 Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico A,B,C,F
231  Acido 3-[4-hidroxi-3-(oxo-butenil)-fenilacrilico] ou propol A
233  Viscidona D
247  Acido 3,4-dihidroxi-5-prenilcindmico ACF
253 Crisina D
255  Pinocembrina D,F
285  Canferol A,B
297  Acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propendico ACF
299  Canferida A,B,C,F
299  Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) A,B,C,F
301 Acido E/Z comunico D,E.F
301 Dihidrocanferida A B, C
301 Acido 3-prenil-4-(2-metilproprionil-ox)-cinamico A
315 Acido 4-hidroxi-3(E)-(4-hidroxi-3-metil-2-butenil)-5-prenil cinamico ACF
315  Acido 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-propenoico ACF
317  Acido agatico D,E, F
319  Acido isocupressico D,EF
319  Acido cupréssico D,EF
329  Betuletol A B,C,F
333  Acido agatico D, E
347 15 metil éster do acido agatico D,E, F
353  Acido cafeoilquinico A B, C
361 Acido 15-acetoxi-cupressico D,E, F
363  Acido 3-prenil-4-dihidrocinamoiloxicinamico A B,C,F
447 Acido (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidroxicinamoiloxi)-3-metil-2-butenil]-5- A B.C.F

prenil-fenil}-2-propenodico
515  Acido dicafeoilguinico A B,C,F

A) Prépolis verde do sudeste; B) Baccharis dracunculifolia; C) Propolis verde do Parana; D)
Propolis marrom do sul; E) Araucaria heterophylla e F) Prépolis mista do Parana.
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Alencar et al. (2005) e Park et al. (2004) compararam a composicao
quimica do extrato alcodlico do alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) com
a composicao quimica do extrato alcoodlico de prépolis provenientes dos estados
de Sao Paulo e Minas Gerais. Com base na composicdo obtida nos extratos,
concluiram que as abelhas utilizam a resina vegetal das gemas vegetativas desta
planta como principal fonte para a fabricacdo do tipo de prépolis mais comum
nestes Estados.

2.7 Propriedades bioldgicas da propolis

Muitas atividades biolégicas da prépolis tém sido reportadas, incluindo
atividades antibacterianas (KUJUMGIEV et al., 1999), antifingica (VALDES et al.,
1987), antiviral (AMOROS et al.,, 1994), anticancer (KIMOTO et al., 2001;
MATSUNO, 1995) e atividade antiinflamatéria (DOBROWOLSKI et al., 1991),
entre outras. Estas atividades bioldgicas estdo associadas aos compostos
fendlicos, especialmente flavonéides e acidos fendlicos (MARCUCCI et al., 2000;
TAZAWA et al., 1999).

A caracterizacdo de todas estas atividades biolégicas associadas a
tendéncia de utilizacdo de produtos naturais tem resultado num aumento
significativo da demanda de propolis e produtos contendo prépolis, como extratos,
comprimidos, capsulas, nebulizacées ou pés (MENEZES et al., 1997). A propolis
também tem se destacado pela sua aplicabilidade nas industrias de alimentos e
cosméticos, sendo ingredientes em formulacdes de balas, chocolates, pasta de

dente, xampus, creme para a pele, entre outras (MATSUDA, 1994).
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2.7.1 Atividade antimicrobiana

O uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos
tém levado a selecdo de microorganismos patogénicos mutantes resistentes a
esses compostos, tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma
alternativa eficaz e econémica (CRISAN et al., 1995). O problema da resisténcia
microbiana é crescente e a perspectiva de uso de drogas antimicrobianas no
futuro é incerta. Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam reduzir este
problema como, por exemplo, controlar o uso de antibidticos, desenvolver
pesquisas para melhor compreensao dos mecanismos genéticos de resisténcia e
continuar o estudo de desenvolvimento de novas drogas, tanto sintéticas como
naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

Durante os Ultimos anos tem sido relatadas, in vitro, a atividade
antimicrobiana da propolis que se deve aos flavondides, acidos aromaticos e
ésteres presentes na resina natural. Os &cidos ferulicos e cafeicos contribuem
para a acao bactericida da propolis, além da galantina e pinocembrina. O
mecanismo de atividade antimicrobiana é complexo e provavelmente baseado na
inibicdo da RNA-polimerase bacteriana (BOSIO, 2000), podendo decorrer de um
efeito sinergistico entre flavondides, hidroxiacidos e sesquiterpenos (MARCUCCI,
1995). Todas as pesquisas realizadas em substancias isoladas de prépolis
demostraram que nenhum componente isolado tem uma atividade maior que o
extrato total inicial (MARCUCCI, 1996; KUJUMGIEV et al., 1999).

Independente da origem da prépolis, ela sempre possui atividade
antibacteriana, especificamente contra bactérias Gram-positivas
(LINDENFELSER, 1967), isto devido a uma parte significante dos constituintes da
prépolis, principalmente fendis (flavondides, acidos fendlicos e seus ésteres
presentes na resina) (GHISALBERTI, 1979; BANKOVA et al., 1995; BURDOCK,
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1998), entretanto a relagdo entre a estrutura e atividade antibacteriana dos

constituintes da propolis ndo é conhecida.

Lindenfelser (1967) demonstrou a atividade antimicrobiana in vitro da
prépolis em 80 linhagens diferentes de microorganismos, sendo 39 bactérias, 39
fungos e 2 leveduras. O autor demonstrou que 25 das 39 linhagens de bactérias e
20 dos 39 fungos apresentaram inibicdo do crescimento em concentracdo menor
que 100 pug/mL de prépolis. As atividades demonstradas eram de modo geral
bateriostaticas ou fungistaticas, sendo que na maioria dos casos, concentracoes
ligeiramente maiores que 100 ug/mL apresentavam atividade bactericidas e

fungicidas.

Aga et al. (1994) sugeriram que o Artepillin C é provavelmente um dos
principais compostos antimicrobianos nas prépolis de origem brasileira, em
comparacdo com a prépolis européia, em que fendlicos como a pinocembrina,
galantina e ésteres de acidos fendlicos sdo 0s responsaveis pela atividade

antibacteriana.

Aga et al. (1994) avaliaram atividade antimicrobiana do acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico comparado com o acido 3-prenil-4-hidroxicindmico e &cido 4-
hidroxicinamico e concluiram que a atividade antimicrobiana desta classe de
compostos pode ser incrementada pelo numero de residuos prenilados ligados,
portanto, estes derivados prenilados do acido cindmico e &cidos diterpénicos
presentes em prépolis brasileira podem contribuir para a atividade antibacteriana

destas prépolis.

A atividade antimicrobiana in vitro da prdpolis foi verificada contra varias
linhagens de bactérias Gram positivas: Bacillus brevis, Bacillus cereus, Bacillus
megatherium, Bacillus polymyxa, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus, Bacillus
subtilis, Cellulomas funi, Nocardia loberula, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina
lutea, Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis e Gram negativas:
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Aerobacter aerogenes, Alcaligenes sp., Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens. Verificou que
de 39 linhagens de bactérias testadas, o crescimento de 25 delas foi inibido na
presenca de concentracbes de propolis menores que 100 pg/mL
(LINDENFELSER, 1967).

Grange e Davey (1990) observaram que os extratos etandlicos de prépolis -
EEP (3 mg de sdlidos totais/mL) inibiram completamente o crescimento de S.
aureus (inclusive MRSa), Staphylococcus epidermidis, Enterococcus spp.,
Corynebacterium spp., Branhamella catarrhalis e Bacillus cereus, inibiram
parcialmente o crescimento da Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, mas
nao tiveram efeito sobre Klebsiella pneumoniae, demonstrando entdo uma inibi¢cao
preferencial sobre cocos em detrimento de bacilos Gram positivos. Além disso,
evidenciaram que uma diluicdo 1:320 da amostra de préopolis testada inibia
totalmente a cepa Mycobacterium tuberculosis.

Fuentes e Hernandez (1990) relataram que extratos etandlicos de prépolis
(EEP) possuem uma atividade antimicrobiana pronunciada contra algumas
bactérias, incluindo S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus epidermis e Streptococcus sp (B-hemolitico), como citado por
Marcucci (1995). Menezes et al. (1997) também observaram que extratos
etanodlicos de prépolis e preparacdes comerciais como tabletes, capsulas e pés
contendo prépolis possuem acgédo frente a cepa S. aureus, Bacillus subtilis e,
Bacillus cereus. Marcucci et al. (2001) evidenciaram a inibicdo da cepa
Streptococcus faecalis frente ao extrato metandlico de propolis.

Bankova et al. (1996) reportaram atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus de &acidos triterpendicos de prépolis brasileira, como o

metil éster isocupréssico foram os compostos mais ativos contra S. aureus. Miorin
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et al. (2003) também demonstraram que a prépolis brasileira possui alta atividade

contra S. aureus.

Os resultados apresentados por Kujumgiev et al. (1999) provaram que
apesar das grandes diferencas na composicao quimica da prépolis de diferentes
regibes geograficas, todas as amostras exibiram atividade antibacteriana e

antifangica.

Os extratos de propolis podem potencializar o efeito de certos antibioticos.
Ghisalberti (1979) verificou que a acdo da biomicina, tetraciclina, neomicina,
polimixia, penicilina e estreptomicina contra S. aureus e E. coli foi aumentada pela
adicao de propolis ao meio,e de acordo com Marcucci (1995) também prevenindo
ou reduzindo qualquer tolerdncia aos mesmos. Em alguns casos o efeito
bacteriostatico teve um aumento de 10 a 100 vezes (GHISALBERTI, 1979;
MARCUCCI, 1996).

2.7.2 Atividade antioxidante

Um antioxidante biolégico é definido como “qualquer substancia que,
presente em baixas concentracbes comparado ao substrato oxidavel, reduz ou
previne significativamente a oxidacao deste substrato” (BENZIE et al., 1996). Os
antioxidantes sdo compostos considerados capazes de retardar ou prevenir 0s
processos de oxidacdo. De acordo com seu modo de acdo, podem ser
classificados como: sequestradores de radicais livres, quelantes de ions metalicos
que catalisam a oxidacdo dos lipideos, ou sequestradores de oxigénio. Os
compostos polifendis incluem-se principalmente na categoria de sequestradores

de radicais livres, embora também possam ter acdo antioxidante através de outros
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mecanismos. A quercetina é um flavondide que reune as caracteristicas de
composto antioxidante natural mais potente (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Varios métodos sao utilizados para determinar a atividade antioxidante (AA)
em extratos, porém um dos métodos mais utilizados consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), de
coloragao purpura, que absorve no comprimento de onda entre 515 — 528 nm. Por
acao de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R*), o DPPH é reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com consequente
desaparecimento da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional (BRAND-WILLIAMS et
al., 1995; SANCHEZ-MORENO et al., 1998). A porcentagem de atividade
antioxidante corresponde a quantidade de DPPH consumida pelo antioxidante,
sendo que a quantidade de antioxidante necesséria para decrescer a
concentragao inicial de DPPH em 50 % €& denominada concentragado eficiente

(EDsp), também chamada de concentragao inibitéria minima.

As propriedades biologicas dos compostos fendlicos estdo relacionadas
com a atividade que cada fenol exerce sobre determinado meio. A atividade dos
antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura quimica, podendo ser
determinada pela acdo da molécula como agente redutor (velocidade de
inativagdo do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e potencial de
quelatacdo dos metais) (RICE-EVANS et al., 1995).

O crescente interesse por alimentos naturais tem aumentado a demanda
por antioxidantes naturais, que sao produtos que tem origem nao sintética e sao
capazes de prevenir ou retardar a oxidacdo de Oleos e gorduras. Antioxidantes

naturais na industria de alimentos sao importantes ndo apenas devido a sua
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utiidade como método de prevencdo da oxidacdo, mas também devido seus

efeitos benéficos na satde humana (IBANEZ et al., 2003).

Muitos autores relatam que algumas propriedades biolégicas,
principalmente a atividade antioxidante, em extratos etandlicos de prépolis, se
deve em parte ao seu alto conteudo de flavonéides (MORENO et al., 2000; NAGAI
et al., 2001). Apesar dos flavondides serem considerados os antioxidantes mais
abundantes e comuns em propolis, outros compostos fendlicos, como por exemplo
o benzil cafeato, também apresentam atividade antioxidante (YAMAUCHI et al.,
1992).

Banskota et al. (1998) estudaram os compostos quimicos presentes na
propolis de origem brasileira quanto a sua atividade antioxidante e indicaram que
alguns compostos como por exemplo, os derivados do acido cafeico, flavonédides,
Artepillin C, entre outros compostos, devem possuir valores de EDsg igual ou
menor que 10 pug/mL para apresentar boa atividade biolégica, ou seja, quanto
maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera sua EDsp e maior a sua

atividade antioxidante.

Park et al. (1998a, 1998b) determinaram que os extratos etandlicos de
prépolis preparados com 70 e 80 % de etanol apresentam maior atividade
antioxidante em relacéo aos extratos obtidos com menor concentracao de etanol.

Nestas condi¢des observou-se também uma maior extragao de flavonoides.

Hayashi et al. (1999) isolaram um novo composto antioxidante e outros 11
compostos conhecidos de amostras de propolis brasileira. O novo composto foi
determinado como sendo 3,4-dihidroxi-5-acido prenilcindmico (3-[3,4-dihidroxi-5-
(3-metil-2-butenil) fenil]-2-(E)-acido propendico. Os autores verificaram que o

composto isolado possui alta atividade antioxidante.
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Banskota et al. (2000a) relataram que os extratos aquosos de prépolis do
Brasil e da China possuem atividade sequestradora de radicais livres contra o 1,1-
difenil-2-picrilhidrasil (DPPH), maior que o extrato metandlico correspondente,
enquanto extrato metandlicos de propolis da Suécia e Peru apresentam forte
atividade sequestradora de radicais livres contra o DPPH. Moreno et al. (2000)
mostraram que as propolis da Argentina possuem atividade sequestradora contra
o DPPH o que justifica seu uso como uma fonte natural antioxidante.

Basnet et al. (1997) determinaram o efeito de extrato aquoso, extrato
metandlico e extrato cloroférmico de prépolis sobre o radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrasil (DPPH). Os autores verificaram que o extrato aquoso de prépolis
apresentou atividade sequestrante do radical livre superior aos extratos
metandlicos e de cloroférmio com valores de 62, 50 e 42 % respectivamente, a

uma concentracao de 10 pg/mL.

Shimizu et al. (2004) indicaram que o Artepillin C presente na propolis
brasileira, procedente do estado de Minas Gerais, € um antioxidante biodisponivel
e que poderia ser utilizado em quimioprevencdo de doencas degenerativas.
Nakanishi et al. (2003) demonstraram a eficiente capacidade sequestrante dos
radicais do Artepillin C, que € um dos principais compostos presentes na propolis
brasileira, segundo Aga et al. (1994).

Hayashi et al. (1999), reportaram que derivados do acido cinamico de
extratos etanodlicos de propolis brasileiras sao potentes antioxidantes. Os extratos
metandlicos podem também possuir atividade sequestrante do DPPH radical livre

devido a presenca de flavonoides e derivados do acido cindmico.
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2.7.3 Atividade antiinflamatoria

Muitos estudos tém demonstrado que a prépolis pode agir como potente
agente antiinflamatério contra inflamagdo aguda e crdnica. Similarmente, a
galangina e o éster fenetil do acido cafeico, compostos identificados como
componentes majoritarios da propolis, demonstraram inibicdo do desenvolvimento
da inflamacao induzida por uma ampla variedade de agentes patogénicos
(BORRELLI et al., 2002).

A atividade antiinflamatéria da prépolis ja € bastante reconhecida,
principalmente contra doengas do sistema muscular-articular e outros tipos de
inflamacodes, infeccdes, reumatismos e torcdes (MARCUCCI, 1996). Apesar do
mecanismo exato de acbes e 0s compostos principais responsaveis ainda nao
terem sido estabelecidos, as pesquisas tém se direcionado ao metabolismo do
acido araquiddnico, ja& que as prostaglandinas possuem papel fundamental no

processo inflamatério (ROSSI et al. 2002).

2.7.4 Atividade citotoxica da propolis

Kimoto et al. (1998) demonstraram que o Artepillin C ou DHCA (3,5-diprenil-
4-acido hidroxicin@mico) exibiu efeito citotéxico contra células malignas tanto “in
vitro” como “in vivo”. O Artepillin C causou citotoxidade em tumores sélidos e em
células leucémicas. Matsuno et al. (1997) reportaram que o Artepillin C (DHCA) é

um dos compostos presentes na propolis brasileira com efeito anti-tumoral.

Grumberger et al. (1988) isolaram e caracterizaram um composto
biologicamente ativo, com atividade citostatica conhecido como CAPE (fenil éster
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do acido cafeico). Os autores observaram diferentes citotoxidades do CAPE com
relacdo as células normais e células transformadas de melanomas de humanos e

ratos.

Banskota et al. (2000b) isolaram dois novos compostos derivados de
extratos metandlicos de prépolis de origem brasileira, os quais foram identificados
como: (E)-3-[2,3-dihidro-2-(1-metiletenil)-7-prenil-5-benzofuranil]-2-acido
propendico e (E)-3-{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidrocina-namoiloxi)-3-metil-2-butenil]-
5-prenilfenil}-2-acido  propendico, ambos 0s compostos exibiram suave
citotoxidade para o cancer de figado e células do fibrosarcoma humano HT-1080.

2.7.5 Outras atividades biolégicas da prépolis

Dimov et al. (1991) relataram que o extrato aquoso de prépolis da Bulgaria
possui atividade imunoestimulatéria no caso de infec¢des induzidas por
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans estimulando os
macréfagos a produzir interleucina (IL-1). lvanovska et al. (1995) observaram que
a fracao soluvel em agua da prépolis tem atividade imunomoduladora in vivo
ativando o sistema complemento dependendo da via administrada, sendo efetiva

apenas por via intravenosa e intraperitonial e ndo por via oral.

Cizmarik e Lahitova (1998) avaliaram o efeito protetor da propolis contra os
agentes mutagénicos nitrovin e nitrosoguanidina. Os autores observaram uma
reducao da mutagenicidade desses compostos sobre as linhagens de Salmonella
thyphimurium TA 97 e TA 100 em torno de 50 e 60 %, respectivamente.

Marcucci et al. (2001) evidenciaram que o extrato metandlico da prépolis

induz um efeito relaxante na traquéia isolada de porcos da india. A prépolis
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demonstrou também promover a regeneracdo de ossos, cartilagem e polpa
dentaria e estimular a formacdo de colageno (ACKERMANN, 1991). E utilizada
também no tratamento de reumatismo e em odontologia, onde é considerado um
anestésico local cinco vezes mais efetivo do que a cocaina (BURDOCK, 1998) e
superior a procaina. Este efeito € atribuido aos flavondides similares a
pinocembrina e derivados de acidos fenolcarboxilicos (FONTANA et al., 2004).
Também sao conhecidas as suas propriedades anti-sépticas, adstringentes,
hipotensivas e espasmolitica (BURDOCK, 1998; MARCUCCI, 1996).

Muitas outras propriedades biol6gicas e farmacéuticas da propolis foram
relatadas, dentre elas: propriedades imunogénicas, acao desintoxicante do figado,
atividade antitlcera in vitro, anticaries em ratos, acdo imunomoduladora por
funcionar como adjuvante na imunizacao do toxéide tetdnico (MARCUCCI, 1996),
agente protetor contra radiagcbes gama, antileishmaniose em hamster, inibidor da
atividade da dihidrofolato redutase (MARCUCCI, 1995), efeito de cicatrizacdo de
feridas e reparo tissular, agindo em dermatites devido aos acidos alil-cafeicos e no
tratamento de varicose cronica tréfica (FONTANA et al., 2004).

2.8 Toxicidade e alergia

Apesar de a metodologia de extracdo da prépolis ainda permanecer sem
padronizacdo, pode-se afirmar por varios estudos que extratos de prépolis
possuem uma baixa toxicidade inata. Estes resultados j4 eram esperados ja que
os flavonoides, principais constituintes da propolis, possuem uma toxicidade
relativamente baixa (BURDOCK, 1998).

Foram verificados que solu¢des de prépolis até 20 % em acetona nao foram
irritantes em porcos da India e extratos de prépolis aplicados puros e em pomadas
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nao foram irritantes em coelhos. Outros experimentos demonstraram que extratos
alcodlicos de propolis (1875 a 2470 mg/Kg/dia) administrados na agua de ratos e
cobaias por 30 ou 60 dias ndo demonstraram alteracbes na aparéncia clinica,
comportamento, peso e mortalidade dos ratos (cobaias) (BURDOCK, 1998).

Como um resultado da ampla utilizagdo de propolis, varios relatos de
reacdes alérgicas ja foram descritos, para praticamente todas as partes do corpo
(MARCUCCI, 1995; BURDOCK, 1998). As partes do corpo afetadas incluem,
dentre outras, as maos, bracos, rosto, pescoco, regiao perioral, pés, palpebra,
orelha, vulva e pénis (BURDOCK, 1998).

Alguns autores relataram que os constituintes dos brotos de alamo sao os
possiveis responsaveis pelas alergias a propolis, principalmente derivados do
acido cafeico (BURDOCK, 1998). O flavondide tectocrisina foi considerado um
segundo alérgeno, mas com atividade muito fraca. Além disso, foram observadas
as propriedades alérgicas dos ésteres fenetilicos e prenilicos do &cido cafeico
(MARCUCCI, 1995).

2.9 Aplicacées

A longa histéria do homem em domesticar abelhas levou a exploracao dos
produtos apicolas. As varias propriedades favoraveis da propolis, tanto pura
quanto refinada, tem sido exploradas para sua aplicacdo em varios propdsitos
humanos (BURDOCK, 1998). A prépolis tem sido usada desde a antiguidade para
propésitos farmacéuticos e seu uso continua hoje em dia em remédios caseiros e
produtos pessoais (BURDOCK, 1998; KUJUMGIEV et al., 1999). Muitos paises
europeus estao interessados em produtos naturais para tratar doencas e a
prépolis é um importante produto utilizado com este propésito (MARCUCCI, 1995).
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A lista de preparacdes e usos da propolis € quase interminavel (BURDOCK,
1998). Estas aplicagdes incluem produtos dermatolégicos de venda livre que sao
tidos como Uteis na cicatrizacao de feridas, regeneracao de tecidos, tratamento de
gueimaduras, neurodermatites, psoriase, Ulceras nas pernas, herpes simples e
genital e atividade contra dermatéfitos. Utilizada em dentifricios e preparacdes
bucais para o tratamento de gengivites, estomatites, quelites e na pds-extracao
dentaria (MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998). Aparece como constituintes de
“bio-cosméticos” em cremes e logdes para a face. Ainda que os europeus utilizem
mais produtos contendo prépolis do que os americanos, a prépolis é vendida na
América em lojas de alimentos saudaveis em capsulas (aproximadamente 50
mg/capsula) e é utilizada em pasta de dente e fio dental (BURDOCK, 1998). Além
disso, a prépolis também é encontrada em chocolates (ACKERMANN, 1991).

2.10 Legislacao

Para regulamentar o produto apicola foi criada a Instrucado Normativa n° 3,
de 19 de janeiro de 2001 que no anexo VI regulamenta os padrdes para fixacao de
identidade e qualidade de prépolis e o anexo VII regulamenta a identidade e
qualidade de extratos de prépolis, proveniente da extracdo dos componentes
soluveis em éalcool neutro (BRASIL, 2001).

O anexo VI determina que a propolis sera classificada quanto ao teor de
flavondides em: baixo quando o teor for até 1,0 % (m/m); médio quando o teor for
maior que 1,0 e até 2,0 % (m/m) e alto quando o teor for maior que 2,0 % (m/m).
Além disso, dispde sobre requisitos de identidade como aroma, cor, sabor,
consisténcia. Caracteristicas fisico-quimicas como teor maximo de cera (25 %

m/m), teor minimo de compostos fendlicos (5 % m/m), teor minimo de flavondides
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(0,5 % m/m), provas qualitativas como picos caracteristicos de flavondides entre
200 e 400 nm no espectro de absorcao de radiacdes ultravioleta e visivel, nao
autorizacdo de uso de aditivos, critérios macroscépicos e microscépicos, dentre
outros (BRASIL, 2001).

Quanto aos requisitos para se estabelecer a identidade e qualidade de
extratos de prépolis o anexo VIl determina caracteristicas sensoriais como aroma,
cor, sabor, aspecto; fisico-quimicas como teor minimo de extrato seco (11 % m/v),
teor maximo de cera do extrato seco (1 % m/m), teor minimo de flavonéides (0,25
% m/m), teor minimo de compostos fendlicos (0,50 % m/m), provas qualitativas
como picos caracteristicos de flavondides entre 200 e 400 nm no espectro de
absorcao de radiagdes ultravioleta e visivel, ndo autorizagdo de uso de aditivos,
critérios macroscopicos e microscopicos, rotulagem, dentre outros (BRASIL,
2001).

A ANVISA divulgou no seu site uma nota técnica sobre o Registro de
Produtos a base de propolis (Nota Técnica de 14 de setembro de 2005,
www.anvisa.gov.br). Tal nota técnica € uma guia para o registro de produtos
contendo prépolis, os quais deverdo atender requisitos minimos de controle de
qualidade, entre eles, a evidenciagdo da presenca de marcadores que comprovem

a sua origem.

Portanto, para os grupos caracterizados na cromatografia liquida, foi
possivel estabelecer um perfil baseado na ocorréncia dos marcadores P-CUM
(acido p-cumarico), CAF (acido cafeico), PHCA (acido 3-prenil-4-hidroxicinamico),
DCBEN (acido 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopirano), DHCA (acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico), DPB (acido 2,2-dimetil-8-prenil-2H-1-benzopirano-6-
propendico), G1 (vanilina), G2 ((3-metoxi-4-hidroxicinamaldeido) e | (acido 2-[1-
hidroximetil]-vinil-6-acetil-5-hidroxicumarano) que podem servir como marcadores

da propolis, caracterizada pela incidéncia destes compostos em praticamente
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todas as amostras analisadas. A propolis de origem brasileira possui um
marcador principal, isto € um componente majoritario que aparece na grande
maioria das amostras analisadas, a saber, o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico
(DHCA), denominado de Artepillin C pelos japoneses que ja comercializam este
composto na forma de pé (MARCUCCI, 2006).

2.11 Processo de extracao com fluido supercritico

Extracdo com fluido supercritico (SFE, supercritical fluid extraction) € uma
operacao unitaria que explora o poder de solvatacao dos fluidos a temperatura e
pressdo acima de seus valores criticos. Embora as propriedades de fluido
supercritico sejam conhecidas ha muito tempo, sua exploracdo em laboratério e
processos de separacdo comercial tem origem relativamente recente. A extragcéao
com fluido supercritico é aplicada em industrias de alimentos, quimica, de

cosméticos e farmacéuticas, entre outras. (RIZVI et al., 1986).

A tecnologia sub e supercritica € uma tecnologia limpa e, portanto
considerada “industria verde”, caracteristica que a tornou ainda mais interessante
tendo em vista que as regulamentagcbes com relacdo ao uso de solventes

organicos tornaram-se mais rigidas e restritivas (BRUNNER, 1994).

Perrut (2000) associa a utilizagao da tecnologia supercritica a produtos
inovadores, “novos” ingredientes alimentares que ndo sao obtidos por extracado
classica com solvente ou destilacdo podem ser produzidos. Na industria
farmacéutica tem-se dado grande importancia a forma de liberacdo das drogas
(drug delivery systems), o que tem possibilitado novas rotas terapéuticas para

muitas doencgas.
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O processo de extragdo supercritica consiste em duas etapas: a primeira é
a extracao de material soluvel de uma matriz insollvel, e a segunda a separagao
do extrato do solvente. Na extracdo, o solvente supercritico distribui-se
uniformemente através do leito fixo de extrato e recupera os compostos que
possuem afinidade pelo solvente. Os compostos solubilizados no interior da matriz
sOlida sao transferidos por difusdo até o seio do solvente supercritico. A
separacao ocorre quando a mistura extrato/solvente é removida do extrator até o
coletor (BRUNNER, 1994).

O comportamento de uma extracdo geralmente é descrito por uma curva
global de extragdo (OEC, do inglés, overall extraction curve) obtida pela massa
total de extrato em funcao do tempo de extracdo, mantida constante a vazao do
solvente. As curvas tipicas de rendimento global apresentam trés fases distintas. A
primeira, onde retira-se o soluto exposto na superficie da particula, denominado
periodo de taxa constante de extracdo (CER - constant extraction rate). Na
segunda etapa, a camada superficial de soluto na particula comeca a apresentar
falhas e por isso menor quantidade de soluto é solubilizada. Esta etapa é
denominada etapa de taxa decrescente de extracdo (FER - falling extraction rate
period). Na terceira etapa o soluto é retirado de dentro da particula, num processo
difusional (DC — diffusion controlled rate period) (BRUNER, 1994; MEIRELES e
NIKOLQOV, 1994).

Um fluido supercritico é definido como uma substancia que estd acima da
sua temperatura critica (T;) e pressao critica (P¢). O ponto critico representa a
maior temperatura e pressdo em que a substancia pode existir como vapor e
liquido em equilibrio (BRUNNER, 1994). Substancias acima das condigées do
ponto critico existem apenas em uma fase, sendo denominados fluidos
supercriticos. Este fenbmeno pode ser explicado com referéncia ao diagrama de
fases, pressdao versus temperatura (diagrama PT) de um composto puro,
apresentado da Figura 2.3 (BRUNNER, 1994).
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Figura 2.3. Diagrama de fase de um composto puro.

As propriedades criticas sao caracteristicas particulares de cada
substancia. A Tabela 2.2 fornece as condicbes criticas de diversos gases e
liguidos que podem ser empregados na extracdo supercritica (RIZVI et al., 1986;
McHUGH e KRUKONIS, 1994).
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Tabela 2.2. Propriedades criticas de varios solventes que podem ser empregados na

extracao supercritica.

Solvente Temperatura Critica [C] Presséao Critica [ bar]
Di6xido de carbono 31,10 73,76
Etano 32,30 48,84
Etanol 240,75 61,40
Etileno 9,30 50,36
Propano 96,70 42,45
Propileno 91,90 46,20
Ciclohexano 280,30 40,73
Benzeno 289,00 48,94
Tolueno 318,60 41,14
Clorotrifluormetano 28,90 39,21
Triclorofluormetano 198,10 44,07
Ambnia 132,50 112,77
Agua 374,20 220,48

A densidade do fluido supercritico aumenta com a pressao a temperatura
constante e diminui com a temperatura a pressao constante. Nas proximidades do
ponto critico, estas variacées ocorrem rapidamente em um pequeno intervalo de
pressao (CLIFFORD, 1999). Em temperaturas muito maiores que a temperatura
critica, altas pressdes sao requeridas para alcancar densidades préximas aquelas
de um liquido. A densidade do fluido esta relacionada com o poder de solvatagao,
assim, o poder de solvatacdo de um fluido supercritico aumenta com a densidade

a temperatura constante e aumenta com a temperatura a densidade constante.

O efeito da temperatura sobre a solubilidade é bastante complexo devido a

existéncia de dois fatores que atuam de forma contraria: a pressdo de vapor do
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soluto e densidade do solvente, um tende a aumentar a solubilidade com o
aumento da temperatura e o outro tende a diminui-la. O aumento da temperatura
do sistema faz com que haja aumento na pressdo de vapor do soluto,
proporcionando maior solubilidade. Por outro lado, esse aumento de temperatura
faz com que a densidade do solvente diminua, 0 que provoca diminuicdo na
solubilidade (MARENTIS, 1988).

Na Tabela 2.3 pode ser observado que as densidades dos fluidos
supercriticos possuem valores proximos aos do estado liquido, chegando a ser
100 vezes maior que as densidades caracteristicas de gases. A difusividade do
fluido supercritico situa-se entre os valores dos estados gasoso e liquido,
enquanto que a viscosidade é praticamente igual a dos gases (GERMER, 1989).
Tais caracteristicas tornam os fluidos supercriticos um meio bastante interessante
para operacbes de extracdo e de fracionamento e também como meio reacional

para a conducao de reacdes quimicas e bioquimicas (RIZVI et al., 1986).

Tabela 2.3. Propriedades fisicas associadas a diferentes estados das substancias.

oecodoFuido  DOISOAde  Ditsvdads  TSCOSEEE
[kg/m.s]

Gas

P=1bar, T=15-30 C  (0,6-0,2) x 10® 0,1-0,4 (1-3)x 10°®

Fluido Supercritico

Pc, Tc 0,2-0,5 0,7 x10° (1-3) x 10°®

4Pc, Tc 0,4-0,9 0,2x10° (3-9) x 10°

Liquido

P=1bar, T=15-30C  0,6-1,6 (0,2-2) x10°® (0,2-3) x 10°
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Pelo que ja foi mencionado, a aplica¢do industrial da SFE deveria ser muito

mais difundida do que € na atualidade por apresentar inUmeras vantagens

apresentadas. Algumas vantagens e desvantagens da extragdo supercritica séo
citadas a seguir (BRUNNER, 1994; BOTT, 1982; CLIFFORD, 1999):

e A extracdo com gases comprimidos € vantajosa em relagdo a
destilacdo para a extracdo de compostos termolabeis, uma vez
que pode ser realizada a baixas temperaturas;

e Flexibilidade das variaveis de processo. A diferentes condicdes
de pressdao e temperatura o fluido apresenta diferentes
densidades, o que permite otimizar a seletividade;

e A seletividade possibilita a extracdo de diferentes classes de
compostos;

e Devido as suas propriedades de transporte favoraveis, os gases
comprimidos permitem aproximagdo mais rapida do equilibrio e

penetram no substrato mais facilmente do que solventes liquidos;

e Componentes adicionais (co-solventes) podem ser usados em
pequenas quantidades para manipular o equilibrio de fases.

Algumas desvantagens da extracdo com dioxido de carbono supercritico

sdo apresentadas abaixo:

Altos custos de investimentos iniciais, risco de capital e altos custos
de manutengdo, provenientes da seguranga exigida pelos

equipamentos;

Os métodos comuns de aumento de escala nao sdo facilmente

aplicaveis a processos a altas pressoes;
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e Em processos tecnologicamente recentes, existe forte tendéncia ao
uso de leis e patentes como forma de protecao contra a competicéo;

¢ Na modelagem da extracdo, ndo existe um Unico modelo que possa
representar todas as matrizes. Cada matriz vegetal se comporta de

maneira particular nas mesmas condi¢cbées operacionais;

e As condicbes de separacao da mistura extrato + solvente devem ser
otimizadas para evitar perdas de produto junto com a corrente de

solvente.

A SFE é uma area de interesse de inumeros pesquisadores ao redor do
mundo. Os estudos estdo concentrados tanto no campo experimental como no
campo teorico. No campo experimental, o estudo da influéncia das condicdes
operacionais sobre o rendimento, composi¢cao quimica e cinética de extracdo tem
recebido especial atencdo. Os resultados sdo geralmente comparados aqueles
obtidos por métodos de extracdo convencionais. No campo teérico os estudos
estdo concentrados no desenvolvimento de modelos matematicos que
representem a cinética de extragdo, e de modelos termodinamicos que permitam a
predicdo do comportamento de fases a elevadas pressdes. Varias revisdes da
literatura foram apresentadas por Reverchon (1997), Hauthal (2001) e Meireles
(2003).

2.12 Diéxido de carbono como solvente supercritico

O solvente utilizado na extragao como fluido supercritico deve apresentar
0s seguintes requisitos: possuir bom poder de solvatagcao, ser inerte ao produto,
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ser facilmente separado do produto, ser relativamente barato e deve ter pressao

critica baixa por razdes econémicas (BRUNNER, 1994).

Muitas sdo as vantagens que fazem do CO. o solvente mais pesquisado no
que concerne a extracao supercritica de produtos alimenticios e farmacéuticos:
condi¢bes criticas amenas (31,2 € e 73,4 bar), o que diminui os custos de
compressao, facilita a separacao apds a extracao e permite 0 processo a baixa
temperatura, evitando degradacoes térmicas; alta volatilidade; baixa viscosidade e
alta difusividade (facilitando a penetracdo em matrizes soélidas); baixa entalpia de
vaporizagdo; disponibilidade; atoxidade; n&o inflamabilidade; baixo custo;
baixissima reatividade (RIZVI et al., 1986; BROGLE, 1982).

O dioxido de carbono é um solvente apolar e nao ionizavel, em muitos
aspectos parecido com o hexano, embora na fase supercritica a constante
dielétrica do dioxido de carbono aumente com a pressdo. Manipulando-se a
pressao, a seletividade do didxido de carbono pode ser direcionada para uma
possivel extracdo de compostos de interesse baseados em sua polaridade
(MARENTIS, 1988 citado por COELHO, 1996).

2.13 Extracao supercritica com o uso de co-solvente

O uso de co-solventes na extragdo supercritica muitas vezes é
recomendado devido a fortes interagdes entre soluto e co-solvente e/ou variagéo
da densidade da fase fluida, causada pela adicao de modificadores (GUAN et al.
1998 citado por BRAGA et al., 2003).

Em geral um co-solvente que possui temperatura critica (T;) inferior a do
fluido supercritico, causa diminuicdo na solubilidade de compostos menos volateis,
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e quando a temperatura critica (T.) do co-solvente é superior a do fluido
supercritico, acarreta o aumento da solubilidade de compostos menos volateis
(BRUNNER, 1994).

Mesmo a altas densidades, o CO; possui habilidade limitada em dissolver
moléculas polares. Entretanto, as caracteristicas dos fluidos supercriticos podem
ser modificadas pela adicdo de compostos misciveis e polares, mencionados na
literatura como co-solvente ou modificadores (TAYLOR, 1996). Os co-solventes
normalmente possuem volatilidade intermediaria entre o solvente e 0 componente
a ser extraido (KING e BOOT, 1993). Estes parametros ainda podem ser alterados
pela selecao de condicbes especificas de temperatura e pressdo. Estas condicbes
acrescentam flexibilidade e adaptam-se as condicbes de extracdo para oS
requisitos especificos de extrato a ser produzido e do produto final desejado
(PELLERIN, 1991).

A solubilidade de muitos compostos pode ser entdo aumentada utilizando
um co-solvente. Uma das explicagcdes de como o co-solvente atua na mistura
supercritica baseia-se na mudanca de polaridade do solvente supercritico e desta
forma a solubilidade de um certo soluto ou de uma classe de compostos. Outro
fator importante é a ocorréncia de interagdes fisicas e quimicas entre co-solvente
e 0 soluto, que também afetam e alteram a solubilidade do soluto no fluido
supercritico (EKART et al., 1993).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito da adicdo de
um modificador na extracao supercritica. Um deles € o aumento da solubilidade do
soluto devido as interacdes soluto-co-solvente, outra explicacdo é o inchaco da
matriz devido a sua interacdo com o co-solvente, 0 que permite a exposi¢cao do
soluto ao solvente supercritico. Além disso, o efeito da mudancga de polaridade do
solvente pela adicdo do co-solvente € outro fator que interfere no aumento da

solubilidade. O efeito que ira predominar em uma extracao com fluido supercritico
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vai depender do tipo de co-solvente e matriz e do soluto que se deseja extrair.
Variacdes nas condicdes de temperatura e pressao também afetam a solubilidade
(FAHMY et al., 1993).

Pelo menos 17 co-solventes tém sido estudados em extracdao com fluido
supercritico de produtos naturais. De todos esses modificadores, o metanol é o
solvente polar mais utilizado. Acredita-se que elevada porcentagem de metanol
(MeOH) pode romper o vinculo soluto-matriz sélida. Etanol (EtOH) é outra boa
escolha por possuir baixa toxicidade (LANG e WAI, 2001).

No processo de extracdo supercritica, a literatura reporta alguns trabalhos
que utilizaram como variavel do processo a porcentagem de co-solvente utilizada,
geralmente sendo adicionado até 10% de co-solvente no sistema (RONYAI et al.,
1998; BADALYAN et al., 1998; ZANCAN et al., 2002; WANG et al., 2001; BRAGA
et al., 2003).

Desta forma, a extracdo de diferentes compostos com fluidos supercriticos
pode ser otimizada com a mudanca nas condigdes de processo, Como
temperatura e pressao, afetando a densidade do solvente e, consequentemente, a
sua seletividade e com a adicdo de um modificador, que pode atuar de diferentes

formas, conforme descrito anteriormente.

2.14 Métodos para determinacao experimental da solubilidade de solutos em
CO;

A solubilidade do soluto em CO,, ou seja, a concentracado do soluto na fase
solvente quando o equilibrio fisico quimico é atingido, usualmente deve ser
conhecida quando se estuda o processo de transferéncia de massa, pois 0
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gradiente para a transferéncia é definido como a diferenga entre a concentragéo
de soluto em um ponto no interior do extrator e aquela observada no equilibrio nas
mesmas condicdes de temperatura e pressao.

Eggers et al. (1985) observaram que as solubilidades de éleos vegetais em
COs supercritico, calculadas através de equacdes de estado para fluidos a altas
pressdes, ndo correspondiam aos valores obtidos experimentalmente e sugeriram
que para produtos naturais, devido a suas complexidades quimicas, as

solubilidades deveriam ser determinadas experimentalmente.

A temperatura influencia na solubilidade de um soluto num fluido

supercritico em trés aspectos:

1. A densidade do solvente diminui com o aumento da temperatura, a
pressao constante;

2. A pressao de vapor aumenta exponencialmente com a temperatura;

3. A solubilidade do soluto aumenta com a proximidade do ponto de

fusao.

Dentre os trés fatores citados, os efeitos de densidade e pressao de vapor
sado os principais na faixa de operacdo da extracdo com fluidos supercriticos. A
densidade esta diretamente ligada ao poder solvente de um fluido e a pressao de

vapor é indicadora do quanto um composto pode se volatilizar.

A solubilidade de compostos em fluidos pressurizados pode ser
determinada ou pelo método estatico ou pelo método dindmico (McHUGH e
KRUKONIS, 1994).

No método estatico, o equipamento para medida de solubilidade tem como
principal componente uma célula de volume variavel que contém o soluto, dotada
de visores de quartzo ou safira para observar as fases de equilibrio. O solvente
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passa por uma bomba ou compressor para atingir a pressdo de operagao, sendo
armazenado posteriormente em tanque pulmdo de volume conhecido,
termostatizado a mesma temperatura da célula. O solvente é injetado na célula,
apds ser atingido o equilibrio térmico. O conteudo da célula é misturado ao
solvente e sua pressao ajustada isotermicamente por um pistdo. A solubilidade do
soluto no fluido solvente é determinada visualmente quando ha formagéo de uma
Unica fase. Portanto, aquela pressao, a solubilidade é determinada pela razao da
massa do soluto pela quantidade de fluido presente na célula. Variando-se estas
guantidades, novas pressdes serdo necessarias para a formacdo de uma unica
fase. O comportamento da solubilidade com a pressdo a uma dada temperatura

pode ser assim estabelecido.

O método estatico de medida de solubilidade possui as seguintes

vantagens:

e Solidos pesados e polimeros podem ser pesquisados com pequena
quantidade de fluido;

e Varios pontos de solubilidade podem ser levantados com o mesmo
material, j& que a solubilidade pode ser medida em distintas
temperaturas para a mesma carga da célula de equilibrio;

e Em estudos de solubilidade de solutos liquidos em gases
pressurizados, € possivel o conhecimento da solubilidade do
solvente na fase liquida.

As maiores desvantagens deste método sao:

e Dados de extragcdo e esgotamento com fluidos pressurizados nao
sao possiveis de se obter;

47



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

e Como o equilibrio é determinado visualmente, a leitura do equilibrio é
passivel de erro (GERMER, 1989). Além disto € uma técnica onerosa

e sistemas multifasicos sdo precariamente avaliados.

No método dindmico, a solubilidade é determinada como sendo a inclinagéo
da etapa linear (Y*) da curva de massa total extraida versus massa de CO-
utilizada, onde a taxa constante de extracdo indica a saturagdo do solvente. O
principio do método dinamico consiste da suposi¢cdao de que o solvente, escoando
atraves do leito com altos tempos de residéncia, acaba entrando em equilibrio com
o soluto. Portanto, ao deixar o equipamento, o solvente encontra-se saturado com
0 soluto e assim, a concentracdo do soluto nestas condicbes deve ser
independente da vazdo do solvente. Ainda mais, operando-se nas condi¢cdes
proximas ao equilibrio, a taxa de extracdo de soluto para uma dada pressao e
tempo de operacdo, deve ser constante, j& que nao é possivel extrair uma
quantidade maior de soluto do que aquela encontrada nas condicdes de equilibrio.

Desta forma, a solubilidade é determinada diretamente dos dados de
extracdo, correspondendo a inclinacdo da parte linear (Y*) da curva de massa total

extraida versus massa total de CO; utilizada, conforme mostra a Figura 2.3.

I
L

hassa CO, [0]

Massa extrato [g]

Figura 2.3. Representacéo da medida de solubilidade através de curva de extragao.
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Onde:

Y* — am soluto (1 )
am co,

O sistema dindmico de medida de solubilidade possui muitas vantagens:

e Dados de equilibrio, esgotamento e fracionamento podem ser
obtidos rapidamente com grande reprodutibilidade;

s

e A area de contato entre o sélido (ou liquido) com o fluido é
grande, o que favorece a transferéncia de massa e o equilibrio é
rapidamente atingido;

e O tempo de residéncia pequeno torna possivel operar com

liquidos termicamente instaveis;
e E barato e ndo exige células/reatores com elevada sofesticacio.
Pode-se citar como desvantagens:
e Uma unica fase € analisada;

e O sistema dinamico de medida de solubilidade é limitado a

compostos/solutos sélidos ou muito viscosos;

e Limitado a sistemas bifasicos.
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2.15 Extracao Supercritica de Prépolis

Stahl et al. (1988) estudaram a extracdo supercritica de prépolis a uma
pressao de 600 bar e temperatura de 30 T para remo ver as ceras € enriquecer o
extrato em teor de flavondides. Porém os flavondides presentes na propolis sao
praticamente insolluveis em CO. puro, mas suficientemente sollveis na mistura
CO: e etanol possibilitando sua separagdo de compostos de alto peso molecular
e/ou compostos mais polares (CATCHPOLE et al., 2004).

Wang et al. (2004) estudaram a precipitacdo usando CO, como fluido
supercritico ou anti-solvente para a obtencado de particulas finas que contenham
concentrado de flavonéides. You et al. (2002) estudaram a extracdo de prépolis
originaria do Brasil e de Taiwan, com CO. supercritico e CO. e co-solvente (etanol
e agua) com o objetivo de aumentar a solubilidade da agua e obter extratos com
atividade anticancer. Na patente de Wu e Luyu (2000) também indicaram que na
extracdo com CO. e etanol em pressGes maiores é possivel obter diferentes
classes de compostos com atividade biolégica.

Lee et al. (2007) utilizaram a extracdo supercritica com dioxido de carbono
(CO2) como solvente para isolar e purificar o acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico
(Artepillin C ou DHCA) da prépolis bruta brasileira. Investigaram a influéncia da
concentracdo de acetato de etila como co-solvente (2, 4 € 6 % (m/m)) e da
temperatura de processo (40, 50 e 60 C) numa pressao de 208 bar. A maior
concentracao de Artepillin C foi obtida na temperatura de 60 °C e com 6 % (m/m)

de adicao de acetato de etila como co-solvente.
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2.16 Analise multivariada dos resultados

Diversos segmentos da quimica e da engenharia e o crescimento
tecnoldgico/cientifico tem optado pela utilizacdo cada vez mais frequente de
recursos computacionais em funcdo do aumento da quantidade de dados
experimentais obtidos, bem como o aumento da variabilidade de técnicas para
obté-los. E importante ter como alternativa alguma ferramenta matematica que
possa, de modo mais criterioso e cientifico, extrair maior numero de informacdes
de um conjunto de dados (MATOS et al., 2003). Esta metodologia é
frequentemente utilizada com produtos naturais onde é necessario extrair
informacao de grande numero de variaveis. Seus objetivos sdo: correlacionar
dados, classificar objetos, simplificar dados complexos e mostrar correlagdo entre

variaveis.

Os métodos estatisticos multivariados consideram as amostras e as
variaveis em seu conjunto, permitindo extrair informacdes complementares que a
analise univariada nao consegue evidenciar. Um dos objetivos da utilizacdo da
analise multivariada é reduzir a representacdo dimensional dos dados,
organizando-os em uma estrutura que facilite a visualizacdo de todo o conjunto de
dados (MOURA et al., 2006). A analise de componentes principais (PCA) consiste
essencialmente em reescrever as coordenadas das amostras em outro sistema de
€ixo mais conveniente para a andlise de dados. Em outas palavras, as n-variaveis
originais geram, através de suas combinacdes lineares, n-componentes principais,
cuja principal caracteristica, além da ortogonalidade, é que sao obtidos de ordem
decrescentede maxima variancia, ou seja, a componente principal 1 detém mais
informacdo estatistica que a componente principal 2, que por sua vez tem mais
informacgdo estatistica que a componente principal 3 e assim por diante (MOURA
et al., 2006).
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Este método permite a redugdo da dimensionalidade dos pontos
representativos das amostras pois, embora a informacao estatistica presente nas
n-variaveis originais seja a mesma dos n-componentes principais, € comum obter
em apenas 2 ou 3 das primeiras componentes principais mais que 90 % desta
informacao. O grafico da componente principal 1 versus a componente principal 2

fornece uma janela privilegiada (estatisticamente).

As duas técnicas de analise multivariada mais conhecidas sao a analise de
agrupamento hierarquico (HCA, do inglés, Hierarchical Cluster Analysis) e analise

dos componentes principais (PCA, do inglés, Principal Component Analysis).

A HCA é usada para classificar objetos (amostras) pelos valores de um
conjunto de variaveis, dentro de um grupo. Com este método, as amostras ou
variaveis sao agrupadas de acordo com suas similaridades. Os resultados sao
apresentados na forma de dendograma, permitindo a visualizacdo das distancias
entre os objetos ou variaveis (MOITA NETO e MOITA, 1998).

A PCA é uma ferramenta quimiométrica que permite extrair de determinado
conjunto de dados, informacbes relevantes para o seu entendimento. Este
conjunto do dados é organizado na forma de uma matriz (dados bidimensionais),
onde as linhas podem ser as amostras e as colunas variaveis. Neste sentido, com
a PCA é possivel efetuar uma simplificacdo, reducdo da dimensao original dos
dados (MATOS et al., 2003).

A PCA (Andlise de Componentes Principais) reescreve as coordenadas dos
varios dados obtidos a partir das amostras em eixo mais conveniente para analise.
Os componentes principais (PC) sao obtidos em ordem decrescente de variancia,
onde o componente principal (PC1) detém mais informacéao estatistica que o PC2,
e assim por diante. Portanto, a janela PC1 x PC2 é a mais importante

estatisticamente (scores). PCA também pode ser usada para verificae quais

52



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

variaveis (loadings) tem maior importancia no agrupamento das amostras (WOLD,
1987; MOITA NETO e MOITA, 1998).

2.16.1 Analise de componentes principais (PCA)

A andlise de componentes principais € uma técnica estatistica poderosa
que pode ser utilizada para reducao do numero de variaveis e para fornecer uma
visdo estatisticamente privilegiada do conjunto de dados. A analise de
componentes principais fornece as ferramentas adequadas para identificar as
variaveis mais importantes no espaco das componentes principais (PRADO et al.,
2002).

A analise de componentes principais consiste em reescrever as variaveis
originais em novas varidveis denominadas componentes principais, através de
uma transformagdo de coordenadas. A transformacdao de coordenadas € um
processo trivial quando feito usando matrizes, pode ser feita de diversas maneiras

conforme o interesse.

Os componentes principais sdo as novas variaveis geradas através de uma
transformacao matematica especial realizada sobre as variaveis originais. Esta
operacdo matematica esta disponivel em diversos softwares estatisticos
especializados. Cada componente principal é a combinagéao linear de todas as
variaveis originais. Por exemplo, um sistema com oito varidveis, apo6s a
transformacao, tera oito componentes principais. Cada uma destas componentes
principais, por sua vez, sera escrita como combinacdo linear das oito variaveis
originais. Nestas combinacdes, cada variavel tera importancia ou peso diferente
(SENA et al.,2000).
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Duas sédo as caracteristicas das componentes principais que as tornam
mais efetivas que as variaveis originais para a analise do conjunto das amostras
(PRADO et al., 2002). As variaveis podem guardar entre si correlacdes que sao
suprimidas nas componentes principais. Ou seja, as componentes principais sao
ortogonais entre si. Deste modo, cada componente principal traz uma informacao
estatistica diferente das outras. A segunda caracteristica importante é decorrente
do processo matematico-estatistico de geracdo de cada componente que
maximiza a informacgdo estatistica para cada uma das coordenadas que estdo

sendo criadas.

As variaveis originais tém a mesma importancia estatistica, enquanto que
as componentes principais tém importancia estatistica decrescente. Ou seja, as
primeiras componentes principais sdo tdo mais importantes que podemos até
desprezar as demais. Destas caracteristicas podemos compreender como a
analise de componentes principais: a) podem ser analisadas separadamente
devido a ortogonalidade, servindo para interpretar o peso das variaveis originais
na combinacdo das componentes principais mais importantes b) podem servir
para visualizar o conjunto da amostra apenas pelo grafico das duas primeiras
componentes principais, que detém maior parte da informacgéo estatistica (CAZAR,
2003).
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS

Este capitulo é dedicado a parte experimental do trabalho. Inicialmente sao
apresentadas descricdes dos materiais utilizados, do aparato e do procedimento
experimental adotado para a obtencao dos dados.

Foram realizadas trés etapas distintas de extragao supercritica da prépolis.
Inicialmente as extragdes foram realizadas a partir do extrato etandlico de prépolis
seco obtido previamente. Na segunda etapa as extracdes supercriticas foram
realizadas a partir do extrato etandlico de prépolis seco, porém com a adicdo de
etanol como co-solvente e a terceira etapa de realizagdo das extragdes foi a partir
da propolis bruta utilizando, ou ndo, etanol como co-solvente. A partir dos extratos
obtidos foram realizados testes para verificar a atividade antioxidante e

antimicrobiana das amostras.

3.1 Matéria-Prima

As amostras de prépolis verde utilizadas neste trabalho sdo oriindas do
Estado de Minas Geras e foram obtidas da Bioessens Ltda (lote n® MP003/05),

com sede na cidade de Cotia (Sao Paulo, Brasil).

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em
freezer doméstico (Consul, modelo 220, Sdo Paulo, Brasil) a —10 € até o

momento da sua utilizacao.
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3.2 Determinacao total de substancias volaleis e agua

A analise da umidade das amostras de proépolis bruta foi feita segundo o
Método AOAC (1997) ref. N® 15.010-15.011. Este método consistiu em determinar
o teor de substancias volateis a 98 C. A determina cdo baseou-se em pesar 2
gramas de amostras em capsulas previamente taradas e pesadas e submeté-los a
secagem em estufa (Marca: Marconi, Modelo: MA-030/12, Piracicaba, SP) com
bomba de vacuo (Marca: Marconi, Modelo: MA-058, Piracicaba, SP) a 100 T e P
< 25 mmHg. As amostras foram resfriadas em dessecador e pesadas até atingir
peso constante. O calculo da porcentagem de umidade na amostra seguiu a
seguinte relacao:

M mostra — M

Y%umidade = amostrades sec ada_ . 100 (2)

mamostra

3.3 Obtencao do extrato etandlico de prépolis (EEPS)

Os extratos etandlicos de prépolis (EEP) foram preparados com pequenas
variagdes do método descrito por Sawaya et al. (2004). Para cada 3 gramas de
prépolis bruta adicionou-se 10 mL de etanol (Merck, Darmstdadt, Germany) e
colocou-se sob agitacdo em agitador magnético (Marca: Fisatom, Modelo: 752,
Sao Paulo, SP) por 1 dia a temperatura ambiente. A porcao insollvel foi separada
através de filtracao utilizando papel filtro de 14 um (Qualy, Sao José dos Pinhais,
PR), o material filtrado foi acondicionado em freezer a =10 C por uma noite e re-

filtrado com o objetivo de reduzir o teor de ceras presente no extrato. O extrato
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final foi evaporado em estufa (Marca: Marconi, Modelo: MA-030/12, Piracicaba,
SP) com bomba de vacuo (Marca: Marconi, Modelo: MA-058, Piracicaba, SP) a 60

C, resultando em um extrato etandlico seco de prop olis (EEPS).

O rendimento do EEPS foi definido como a massa de extrato etandlico de
prépolis seco obtido pela massa de propolis bruta utilizada, esse valor dado em

porcentagem.

3.4 Testes preliminares da extracao supercritica da prépolis bruta e do

extrato etandlico de prépolis seco (EEPS)

Foram realizados dois tipos diferentes de testes preliminares com o objetivo
de avaliar o tempo de extracdo, rendimento global de extracdo supercritica, bem

como o perfil quimico das amostras obtidas.

e Primeira fase: realizaram-se trés extracdes supercriticas a partir da
prépolis bruta a 40 T e 300 bar. O tempo de extrac do para esta fase
inicial foi de 6 horas para o primeiro teste, 5 horas para o segundo
teste e 16 horas para o terceiro teste, variando a quantidade de
propolis no extrator. O objetivo da primeira fase dos testes
preliminares foi de obter o rendimento global de extracao e definir o
tempo de extracdo supercritica que foi utilizado no decorrer do

trabalho.

e Segunda fase: foram realizadas cinco extragdes supercriticas a partir
do extrato etandlico de prépolis seco (EEPS). A temperatura de
extracao foi de 60 C e pressdes de 150, 200, 250, 300 e 350 bar, o
tempo de extracdo para todos os testes foi de 2 horas. O objetivo da
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segunda fase dos testes preliminares foi verificar a influéncia da
pressao de extracdo sobre o rendimento global e perfil quimico

obtido nos extratos.

3.4.1 Equipamento experimental

Para a realizacdo das duas fases dos testes preliminares, utilizou-se como
matéria-prima a propolis bruta descrita no item 3.1 e extrato etandlico de propolis
seco (EEPS) obtido de acordo com a metodologia descrita no item 3.3 da secao

Materiais e Métodos.

Os experimentos foram realizados em uma unidade experimental de
bancada, no Laboratério de Extracdo, Termodinamica Aplicada e Equilibrio
(EXTRAE) da Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. A Figura 3.1

apresenta um diagrama esquematico da unidade experimental utilizada.
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L

8. Banho Termostatizado

1. Cilindro CO, 9 Bomb istalti

2. Banho de Refrigeragéo 10. F?ar:cc? c?(?lrelfoérl cd

3. Bombade HPLC 11. Armadilha de Porapak-Q
4. Tanque Pulmao 12. Medidor de Vazao

5,6. Manémetros tipo Bourdon 13. Totalizador de Volume
7. Extrator '

Figura 3.1. Desenho esquematico da unidade de extracao supercritica.

A pressurizagao do sistema consistiu no bombeamento do CO; do cilindro
para o tanque pulmao e posteriormente para o extrator (previamente empacotado
com a amostra) através de uma bomba de HPLC (Marca: ELDEX, Modelo: AA-
100-S). Dentro do tanque pulmao a presséo foi controlada através de manémetro
tipo Bourdon. Quando o tanque pulmao atingiu a pressao pré-estabelecida, abriu-
se a valvula que conecta o tanque pulmdo ao extrator e inicia-se assim a
pressurizacdo completa do sistema. Durante a pressurizacédo do sistema, o banho
termostatizado, na qual o extrator encontrava-se submerso, estava acionado para
que atingisse e mantivesse a temperatura pré-estabelecida. A temperatura do
banho termostatizado foi monitorada por termopares conectados a um indicador

de temperatura.
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A extracdo era iniciada assim que o sistema atingisse as condicbes de
temperatura e pressao pré-estabelecidas. A pressdo do sistema foi controlada
através do acionamento correto da valvula micrométrica, conectada na saida do
extrator. Na saida do sistema de extracdo foi adicionada uma armadilha de
Porapack-Q (80-100 mesh, Waters Corporation, USA) com a finalidade de
capturar os compostos volateis extraidos. A armadilha de Porapack-Q foi
preparada através do empacotamento do adsorvente (Porapack-Q) entre 1a de
vidro em uma coluna de vidro (5 cm x 0,5 cm d;).

Na saida da armadilha de Porapack-Q foi conectado um medidor de vazéao
e um totalizador de volume com a finalidade de medir e manter a vazao do

processo constante.

Ao término da extracdo, os extratos obtidos foram lacrados e
acondicionados em ambiente inerte sob refrigeragédo para posterior andlise.

3.4.2 Procedimento experimental para a primeira fase dos testes preliminares

3.4.2.1 Primeiro teste preliminar

Para a realizagcdo do primeiro teste de extracdo supercritica da prépolis
bruta, o extrator foi totalmente preenchido com 55,90 g de propolis bruta. O
empacotamento do extrator foi feito manualmente em pequenas quantidades, com
o auxilio de bastdo de vidro, tomou-se o cuidado para que a amostra ficasse
homogeneamente compactada, a fim de evitar a formacdo de caminhos
preferenciais pelo solvente (CO,). A extragao foi realizada a temperatura de 40 C
e pressao de 300 bar, o CO; foi escoado através do leito contendo a amostra com
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vazdo de 75 gCOo/h. As amostras de extrato foram coletadas em frascos e
pesadas a cada hora e o tempo total de extracdo foi de 6 horas. Além disso,
extraiu-se o0s volateis e estes foram capturados através de armadilha do
adsorvente de Porapack-Q.

3.4.2.2 Segundo teste preliminar

O extrator foi empacotado com 5,05 g de prépolis bruta misturados a
esferas de vidro até preencher completamente o extrator. A extracao foi feita nas
mesmas condi¢cdes de temperatura, pressdo e vazdo do CO; do experimento
anterior, ou seja, 300 bar, 40 T e 75 gCO,/h. O tempo de extracao para este
teste foi de 5 horas. Além disso, extraiu-se os volateis e estes foram capturados
através de armadilha do adsorvente de Porapack-Q.

3.4.2.3 Terceiro teste preliminar

O extrator foi empacotado com 5,05 g de prépolis bruta misturados a
esferas de vidro até completar o leito do extrator. A extragdo foi feito nas mesmas
condicoes de temperatura, pressao e vazao do CO, do experimento anterior, ou
seja, 300 bar, 40 € e 75 gCO »/h. O tempo de extracao para este teste foi de 16
horas. Além disso, extraiu-se os volateis e estes foram capturados através de
armadilha do adsorvente de Porapack-Q.
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3.4.3 Procedimento experimental para a segunda fase dos testes
preliminares

Para a realizacao destes testes preliminares, utilizou-se a mesma unidade
experimental descrita no item 3.4.1. Em cada experimento o extrator foi carregado
com aproximadamente 5 gramas de extrato etandlico de propolis seco (EEPS)
misturados a esferas de vidro. A temperatura utilizada nos experimentos de
extracao supercritica foi de 60 T e pressdes de 150, 200, 250, 300 e 350 bar. O
extrato era coletado em frascos de vidro &mbar manipulando-se a valvula
micromeétrica. O tempo de extracédo foi de duas horas e vazdo de CO, foi mantida
em torno de 98 gCO./h.

3.5 Equipamento de extracao com dioxido de carbono supercritico para a

realizacao dos experimentos

Finalizados os testes preliminares, os demais experimentos de extracao
supercritica foram feitos na Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e
Miss6es — Campus de Erechim, no Laboratério de Termodindmica Aplicada do

curso de Engenharia de Alimentos, sob orientagcao do Prof. Dr. Claudio Dariva.

A Figura 3.2 apresenta a fotografia da unidade de bancada utilizada para a

realizacdo dos experimentos.
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Figura 3.2. Unidade experimental de bancada utilizada nos experimentos (URI).

Os componentes da unidade experimental sdo descritos a seguir:

e Cilindro de solvente: Armazenamento do solvente empregado nos
experimentos, CO, (White-Martins, com pureza de 99,99 % na fase
liquida), o cilindro de CO, possui um tubo pescador para a obtencao
direta do solvente na fase liquida.

e Bomba de alta pressdo: Neste trabalho foi utilizada uma bomba de
seringa (Marca: ISCO, Modelo: 500D) que possui um cilindro interno
de 500 mL, pressao de trabalho de até 258,6 bar e fluxo de até 107
mL/min. O cilindro da bomba é encamisado, o que possibilita a
manutencado da temperatura do reservatério em valor pré-determinado

com auxilio de banho de circulagéo.
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Banho de circulagdo 1: Este banho de circulagdo (Marca: QUIMIS,
Modelo: 214M2) foi utilizado para manter a temperatura no cilindro da
bomba de alta pressédo constante. Faixa de temperatura do banho de
circulacdo de —20 € a 120 C, com precisao de =0, 05 C.

Valvula de via unica ou “check-valve”: A funcéo desta valvula (Marca:
HIP, Modelo: 15-41AF1-T) foi permitir o fluxo do solvente em apenas
um sentido, uma inserida entre o cilindo de CO; e o cilindro da bonba
de alta pressdo e outra inserida entre o cilindro da bomba de alta

pressao e a linha de extragdo conectada ao extrator.

Valvula de esfera: A valvula quando aberta (Marca: HOKE, Modelo:
7155F2Y) permite o fluxo do solvente do cilindro da bomba de alta

pressao para o extrator.

Transdutor de pressdo: O transdutor de pressao (Marca: NOVUS,
Modelo: N1500) foi conectado entre a linha e o extrator para monitorar

a pressao no interior desta.

Extrator: Extrator encamisado de aco-inox 316 L, com volume interno

de aproximadamente 100 mL.

Banho de circulagdo 2: Este banho de circulagdo (Marca: NOVA
ETICA, Modelo: N480) foi utilizado com o objetivo de garantir a
temperatura constante do extrator, com precisdo de + 0,1 C.

Valvula métrica tipo agulha: Esta valvula (Marca: HIP, Modelo: 15-
11AF1) esta conectada a saida do extrator e permite abertura gradual

possibilitando regulagem fina da vazao de saida do solvente/extrato.
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e Manta de aquecimento: A manta de aquecimento (Marca: FISATON,
Modelo: 5) envolve vélvula de saida do extrator com o objetivo de
evitar o efeito Joule - Thompson.

e |[ndicador de temperatura: Este indicador de temperatura (Marca:
COEL, Modelo: UW 2000) possui um sensor PT 100 que fornece a
temperatura de trabalho da manta de aquecimento, ajustada

previamente.

O cilindro de CO: foi conectado a bomba de alta pressao por uma tubulacao
de metal flexivel de 1/8” e permitiu a passagem do solvente até a bomba de alta
pressao que, através de tubulacdes de 1/16”, foi conectada ao extrator. O solvente
bombeado escoou por um tubo de ago-inox de 1/16” de didmetro o qual se liga a
uma valvula de esfera, que é conectada ao extrator através de conexao em T, que
permite a passagem do solvente para o extrator e para um tubo de aco-inox de
1/16” de diametro, ao qual esta conectado a um transdutor absoluto de pressao,
sendo a leitura efetuada através de um indicador de pressao.

O extrator € um cilindro encamisado de aco inoxidavel de aproximadamente
100 mL de volume interno, sendo a temperatura de extracdo controlada com
auxilio de banho termostatico de circulacdo. As extremidades do extrator séo
rosqueadas para encaixe em conexao fémea. Para manter a matéria-prima dentro
do extrator e impedir a passagem de sélidos, em ambas as extremidades do
extrator existem telas de aco-inox de 300 mesh. A saida do extrator possui uma
valvula micrométrica tipo agulha que controla o fluxo do solvente e extrato. A
valvula foi envolvida por uma fita de aquecimento para evitar o resfriamento
excessivo (efeito Joule - Thompson). O extrato foi coletado manipulando-se a

valvula micrométrica.
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3.6 Equipamento de extracao com CO.-SC e co-solvente

Todos os experimentos de extracdo supercritica com adi¢cao de co-solvente
foram feitos na Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e Missdes —
Campus de Erechim, no Laboratério de Termodindmica Aplicada do curso de
Engenharia de Alimentos, sob orientagé&o do Prof. Dr. Claudio Dariva.

A unidade experimental de bancada utilizada para fazer os experimentos
utilizando etanol como co-solvente é a mesma que foi descrita no item 3.5 da
secdo Materiais e Métodos, apenas com duas modificacdes. Acrescentou-se a
unidade de extragdo uma bomba de co-solvente, bomba de HPLC Digital Série llI
(Marca: Acuflow) e uma “check-valve” (Marca: HIP, Modelo: 15-41AF1-T) a fim de
permitir o fluxo do co-solvente em apenas um sentido, ou seja, a valvula foi

colocada na tubulacéo entre a bomba de co-solvente e o extrator.

A bomba de co-solvente, do tipo deslocamento positivo, foi utilizada para
deslocar o co-solvente para o extrator, este tipo de bomba possui um Unico pistao
que permite operar com taxa constante (0,1 mL/min a 10 mL/min) tendo precisao
de £ 0,2 % sobre toda a faixa de operacéo. A Figura 3.3 apresenta uma fotografia
da bomba de HPLC utilizada para o bombeamento do etanol nos experimentos.
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Figura 3.3. Fotografia da bomba HPLC de co-solvente utilizada dos experimentos.

3.7 Procedimento experimental

O procedimento experimental foi dividido em trés etapas distintas:

1. Primeira etapa: extracdo supercritica do extrato etanélico de prépolis
seco (EEPS) nas condigées de temperatura de 20, 35 e 50 € e
pressdes de 150, 200 e 250 bar;

2. Segunda etapa: extracao supercritica do extrato etandlico de propolis
seco nas condicdes de 20, 35 e 50 T e pressdes de 150, 200 e 250
bar e com adigdo de etanol como co-solvente nas proporgdes de 5,
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10 e 15 % (Vetano/VCOy), onde as condi¢coes de pressdo do CO,
foram as mesmas das condicbées de processo e a temperatura
mantida fixa em -2 C, onde a densidade do CO, é praticamente
igual a 1 kg/m®, para todas as pressées utilizadas;

3. Terceira etapa: extragdo supercritica a partir da propolis bruta nas
mesmas condicdes de temperatura, pressdo e com adicdo de co-
solvente (etanol) nas proporcées de 0,5, 10 e 15 %.

3.7.1 Extracao supercritica a partir extrato etanélico de prépolis (EEPS)

O extrator foi empacotado manualmente com aproximadamente 2 gramas
do extrato etandlico de prépolis seco, obtido previamente de acordo com o item
3.3 da secdo Materiais e Métodos, misturados a esferas de vidro, a fim de
preencher todo o extrator para evitar a formagéao de caminhos preferenciais e com

isso comprometer os dados a serem obtidos.

Para alimentar a amostra (EEPS) dentro do extrator teve-se o cuidado para
quantificar a matéria-prima, pois o EEPS possui alta viscosidade e ¢é
extremamente aderente em qualquer superficie, neste sentido, pesou-se toda a
vidraria utilizada para alimentar o extrator, e através da diferenca de peso obteve-
se a massa de EEP que foi alimentada no extrator.

O extrator encamisado era conectado ao sistema de extracao e ajustava-se
a temperatura desejada no banho de circulagdo para fazer o ensaio de extragao.
Neste ponto a bomba de alta pressdo era acionada para o alcance da pressao

desejada.
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A passagem do solvente ao extrator foi feito, através do acionamento de
uma valvula de retencdo. O monitoramento da pressao foi feito através do
indicador de pressao conectado ao transdutor absoluto de pressdo. Uma vez que
a pressao desejada era atingida, esperava-se um tempo pré-determinado (cerca
de 30 minutos) até que o sistema atingisse o equilibrio termodinamico.

A extracao foi iniciada através do acionamento da valvula micrométrica de
saida. A vazao do solvente (CO,) foi mantida constante em torno de 1,5 g/min (£
0,1). Na primeira hora de extragdao, em tempos de 10 em 10 minutos, removia-se 0
tubo coletor de extrato previamente pesado (vidro ambar de 50 mL) e pesava-se
novamente em balanga analitica (Marca: Gibertini, Modelo: E 154), a fim de obter
a massa de extrato em tempos pré-determinados para a obtencdo da curva
cinética de extracdo. Nas duas horas seguintes de extragdo, pesou-se o tubo
coletor de 20 em 20 minutos até completar 3 horas. Ao término das extragdes, 0s
frascos contendo os extratos obtidos eram lacrados e acondicionados sob

refrigeracao em ambiente inerte até o momento das analises.

As extracdes foram realizadas nas condicdes de temperatura de 20, 35 e 50
T e pressdes de 150, 200 e 250 bar. Foram realizad as triplicatas para todos os
ensaios. Cada experimento consumiu em média 6 horas incluindo: pesagem da
matéria-prima, empacotamento da prépolis com as esferas de vidro no extrator,
estabilizacdo da temperatura de extracao, pressurizacdo do sistema, alcance do
equilibrio termodinamico, obtencao dos dados experimentais, despressurizacao e

limpeza do extrator.

69



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

3.7.2 Extracao supercritica do extrato etandlico de propolis com adicao de
co-solvente

O extrato foi empacotado manualmente com aproximadamente 2 gramas do
extrato etandlico de prépolis seco misturado a esferas de vidro. O extrator foi
entdo conectado ao sistema de extracdo e ajustavou-se o banho de circulagéao
para a obtencdo da temperatura desejada. A bomba de alta pressao foi acionada
para o alcance da pressdo desejada, permitindo a passagem do solvente ao
extrator através da manipulacdo de uma valvula. Ajustavou-se também a bomba

de co-solvente com a proporcao de etanol desejada para o respectivo ensaio.

Uma vez que o sistema alcancava as condicdes de temperatura e pressao
pré-determinadas, esperavou-se 30 minutos até que o sistema estivesse estavel.
A extracao foi iniciada através do acionamento da véalvula micrométrica de saida
do extrato e o acionamento do botédo de “inicio” da bomba de seringa e da bomba
de co-solvente (preferencialmente juntos). A vazdo de saida foi mantida em torno
de 1,5 g/min (x 0,1).

O tempo total de extracédo foi de 3 horas, na primeira hora de extragcdo em
tempos de 15 minutos foi retirado o tubo coletor de extrato e adicionado outro tubo
coletor previamente pesado, a fim de obter os dados necessarios para a cinética
de extracdo. Na segunda e terceira hora de extracao, o frasco era pesado de 30
em 30 minutos. Como citado no item anterior o tempo médio para cada

experimento foi de aproximadamente 6 horas.

As extracoes foram realizadas nas temperaturas de 20, 35 e 50 € e
pressdes de 150, 200 e 250 bar, a porcentagem de co-solvente utilizado nas
extracoes foi de 5, 10 e 15 % em volume. Foram realizadas triplicatas do ponto
central dos experimentos, ou seja, na temperatura de 35 C, pressao de 200 bar e
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adicdo de 10 % de etanol como co-solvente. Foi feito um planejamento fatorial

linear 23, com triplicata do ponto central.

Para a etapa de extragdo com co-solvente foi necessaria uma etapa de
retirada do co-solvente antes de armazenar o extrato. Os frascos de extrato foram
levados para a estufa a vacuo (Marca: Marconi, Modelo: MA-030/12), na qual
permaneceram a 60 € até atingir peso constante. Os frascos foram entao

pesados, lacrados e armazenados para posterior analise.

3.7.3 Extracao supercritica da propolis bruta com/sem adicao de co-solvente

Aproximadamente 5 gramas propolis bruta foi misturada com esferas de
vidro e entdo empacotadas no extrator de modo a ndo formar caminhos
preferenciais. O extrator era entdo conectado ao sistema de extracao e ajustavam-
se as condi¢des operacionais de temperatura e pressdo. O procedimento para a
extracdo com prépolis bruta seguiu 0 mesmo método e condi¢cdes descrito no item
anterior (3.7.2). Também foram realizadas triplicatas do ponto central, calculando

a variancia nestes pontos.

Foram feitos 4 ensaios com prépolis bruta sem a adicdo de co-solvente nas
seguintes condicdes: temperatura de 20 T e pressdo de 150 bar; temperatura de
50 € e 150 bar; temperatura de 20 T e pressao de 250 bar e temperatura de 50
T e 250 bar.

Foram feitos 2 ensaios adicionais com prépolis bruta no equipamento
descrito no item 3.4.1 da secao Materiais e Métodos. Aproximadamente 5 gramas
de propolis bruta foram misturadas a esferas de vidro e empacotadas no extrator.
Antes de fechar o extrator, o co-solvente foi adicionado dentro do extrator, em

71



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

contato direto com a propolis bruta. No primeiro ensaio adicionou-se 10 % em
massa de acetato de etila (Ecibra, Santo Amaro, SP) e no segundo ensaio
adicionou-se 10 % em massa de etanol (Merck, Darmstdadt, Germany), ambos os
testes foram feitos a 35 € e 200 bar de pressao. E stes testes foram feitos
baseados no artigo de Lee et al. (2006) a qual indicou melhora no rendimento de
extragdo do Artepillin C quando utilizaram acetato de etila em relagdo ao uso de

etanol como co-solvete.

Para a etapa de extragdo com co-solvente foi necessaria uma etapa de
retirada do co-solvente antes de armazenar o extrato. Os frascos de extrato foram
levados para a estufa a vacuo (Marca: Marconi, Modelo: MA-030/12), na qual
permaneceram a 60 C para que ocorresse a evaporacao do co-solvente. Os
frascos permaneceram na estufa até atingir o peso constante. Os frascos foram
entdo pesados, lacrados e armazenados em local inerte e sob refrigeracdo para

posterior andlise.

3.7.4 Determinacao experimental da solubilidade com base nos dados de

extracao supercritica da prépolis

O procedimento utilizado para a determinacao da solubilidade foi o uso dos
pontos experimentais correspondentes a etapa linear das curvas de extracéo para
todos os experimentos. Utilizou-se ajuste pelo método dos minimos quadrados
para se estimar o valor da solubilidade, considerando-se a relacdo massa de
extrato por massa de solvente, sendo a solubilidade dada pelo coeficiente angular
da reta, como indicado na Figura 2.3 do Capitulo 2.
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3.7.5 Construcao das isotermas de rendimento global

As isotermas de rendimento global para os experimentos de extracao
supercritica do extrato etandlico de prépolis seco e da prépolis bruta foram
construidas a partir de valores de rendimento global e massa de CO,. O
rendimento global (X,) é definido como massa de extrato obtida pela massa de

matéria-prima usada na extracao, dado em porcentagem.

Os valores de X, foram obtidos nas temperaturas de 20 C, 35 C e 5 0 C,
pressdes de 150, 200 e 250 bar. Foram mantidas constantes as massas de
matéria-prima inicial, vazdo de CO, e co-solvente (etanol), quando este foi
utilizado.

3.8 Analise quimica dos extratos

3.8.1 Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray no modo
negativo [ESI(-)-MS]

As analises dos extratos supercriticos obtidos a partir da prépolis bruta e do
extrato etandlico de propolis seco, referentes aos testes preliminares descritos no
item 3.4 da secao Materiais e Métodos, foram feitas por espectrometria de massas
com fonte de ionizacao por eletrospray no modo negativo (ESI(-)-MS), utilizando a
metodologia descrita por Sawaya et al. (2004). A identificacdo dos compostos

quimicos foram feitas no Laboratério Thomson de Espectrometria de Massas do
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Instituto de Quimica da UNICAMP pela Dra. Alexandra Sawaya, sob coordenacéo
do Prof. Dr. Marcos N. Eberlin.

Os extratos supercriticos obtidos a partir da prépolis bruta foram dissolvidos
e diluidos a concentragao de aproximadamente 50 uL/mL em solug¢ao contendo 70
% (v/v) de metanol grau cromatografico (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 30 %
(v/v) de agua deionizada. Em seguida foi acrescentado 0,5 % (v/v) de hidréxido de
amdnio (Merck, Darmstadt, Alemanha) para ser analisado em modo negativo. As
solugdes foram inseridas diretamente na fonte de ionizagao por eletrospray (ESI)
por meio de bomba tipo seringa numa vazao de 10 ulL/min e analisadas no
espectrometro de massas Q-TRAP (Applied Biosystems, Concord, Canada). As
condi¢cdes utilizadas foram: capilar de - 4000 V, cone de - 40 V, temperatura de
200 € e espectros na faixa de 140 a 700 m/z em mod o negativo. A identificacao
dos compostos presentes nos extratos foi feita por fragmentacdo de ions em

comparacao com espectros obtidos na literatura.

3.8.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa

A andlise quimica dos extratos foi realizada a fim de monitorar quatro
compostos importantes presentes na propolis 0s quais possuem comprovada
atividade biolégica: Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) (DHCA),
acido 3-prenil-4-hidroxicindmico (PHCA), acido p-cumarico e canferide. Na Figura
3.4 pode ser visualizadas as estruturas quimicas dos quatro marcadores
selecionados para a analise quimica da prépolis.
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N COOH

HO

Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico
(Artepillin C ou DHCA)

OCH,

4’-metoxi-3,5,7-triidroxiflavona
(Canferide)

COOH

HO

Acido 3-prenil-4-hidroxicinnamico
(PHCA)

COOCOH

HO

Acido 4-hidroxicinamico

(Acido p-cumaérico)

Figura 3.4. Estrutura quimica dos marcadores utilizados na andlise quimica das amostras

de propolis.

As analises quimicas dos quatro compostos selecionados foram feitas na

Natural Labor — Analises e Pesquisas Ltda, com sede na cidade de Campinas,

Sao Paulo, pela Dra. Maria Cristina Marcucci Ribeiro.

A andlise dos compostos foi realizada através da cromatografia liquida de

alta eficiéncia (Merck-Hitachi, Darmstadt, Germany), equipado com bomba (Merck-

Hitachi, modelo D-7100) e um detector de fotodiodos e injetor automatico. A

separacao foi feita através de coluna em fase reversa Lichrochart 125-4 (Merck-
Hitachi, Darmstadt, Germany) (RP-18, 12,5 x 0,4 cm, 5 um de tamanho de
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particula). As condicbes cromatograficas utilizadas foram: fase mével agua-acido
férmico (Merck, Darmstadt, Germany) (95:5, v/v, solvente A) e metanol grau
cromatografico (Merck, Darmstadt, Germany) (solvente B). A eluicdo foi
desenvolvida em vazdo de 1 mL/min utilizando-se gradiente linear. O tempo
maximo de analise foi de 50 minutos e a deteccao efetuada em comprimentos de
onda de 280 nm.

A identificacdo dos compostos foi realizada através da comparacdo do
tempo de retencdo dos compostos selecionados e espectro UV visivel (200-400
nm), com padrdes isolados e adquiridos comercialmente. A quantificacdo dos
compostos foi feita utilizando padrées externos. O programa utilizado para a
analise de dados foi o Merck-Hitachi, modelo D-7100 Chromatography Data
Station — DAD Mananger.

3.9 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante (AA) do extrato etandlico de propolis e dos extratos
obtidos através da tecnologia supercritica foi determinada pelo método
desenvolvido pela Natural Labor — Analises e Pesquisas Ltda adaptado da
literatura (Banskota et al., 2000; Bankova e Marcucci, 2000; Hatano et al., 1989)
baseado no sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). As analises
de atividade antioxidante foram realizadas na Universidade Bandeirante de Sao
Paulo (UNIBAN).

Pode-se verificar pela estrutura do DPPH (Figura 3.5), que o composto
pode aceitar um elétron ou radical hidrogénio para se transformar em uma
molécula estavel, que apenas raramente pode ser oxidada irreversivelmente

(BLOIS, 1958). Conforme o DPPH vai sendo reduzido por um antioxidante, de
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acordo com o observado na Figura 3.5, seu elétron se torna emparelhado e a
absortividade desaparece (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

A Figura 3.5 apresenta a reacdo de sequestro do radical livre pelo 2,2-
difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) pelo agente redutor (prépolis).

o () o ()
OQV—CZ—N—N + Prépolis Oﬁ‘CZ* N—N + Proépolis Oxidada
e O

NO,
\2 l
Ag. Oxidante Ag. Redutor
(reduz-se) (oxida-se)

Figura 3.5. Reacgéao de sequestro do radical livre (DPPH) pela prépolis.

A partir da informacdo do teor de sélidos soluveis em etanol (EEP) foram
realizadas as seguintes diluicdes: o extrato a 1 % v/v foi diluido a 0,01 % (v/v).
Foram organizados 8 tubos de ensaios os quais foram enumerados de 0 a 7.
Foram adicionados os volumes de etanol e de extrato de propolis em cada tubo de
ensaio, de acordo com a diluigio desejada. O volume de DPPH é adicionado no 1°
tubo e o crondbmetro imediatamente ligado, desligando-o depois de um minuto. O
DPPH foi adicionado nos tubos restantes a cada 1 minuto. A amostra é agitada e
apds 30 minutos da adicdo do DPPH no primeiro tubo a leitura é feita em
espectrofotobmento (Varian, Modelo Cary 50) no comprimento de onda de 528 nm.

Com os resultados das absorbancias nas respectivas concentragdes pode-

se obter a porcentagem de atividade antioxidante, considerando que 0 pg/mL
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corresponde a 100 % de atividade antioxidante, ou seja, nesta concentracao nao
foi adicionada a amostra, sendo entdo etanol e DPPH (branco). Apds a obtencao
destes resultados, um grafico foi construido, onde na ordenada tem-se os valores
de atividade antioxidante (%) e na abscissa tem-se os valores de concentragao de
extrato (ug/mL). Com a equacdo da reta e através do método dos minimos
quadrados obtém-se os valores de EDsy (concentragcéo eficiente que elimina 50%
dos radicais livres). Os resultados da atividade antioxidante dos extratos estao
apresentados no ANEXO C.

3.10 Atividade antimicrobiana

As analises antimicrobianas foram realizadas na Universidade Bandeirantes

(UNIBAN) em Sao Paulo, utilizando a metodologia descrita por Silva (1998).

A atividade antimicrobiana in vitro foi empregada contra 0s
microorganismos patogénicos: Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Candida
albicans (ATCC 10231) e Escherichia coli (ATCC 25922). As culturas dos
microorganismos foram mantidas a - 20 € em caldo Tioglicolato (Merck,
Darmstadt, Germany) + 15 % de glicerol e reativadas em meio apropriado para
cada cepa.

A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo em disco
para confirmar sua acado contra 0s microorganismos citados. Foi estipulada
qualitativamente pelo método de difusdo em disco preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008).

Os in6éculos foram preparados através de suspensao direta do crescimento
microbiano com turvagdo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0 x 108
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UFC/mL), sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade éptica (D.O.) a 625 nm
em espectrofotometro em 5,0 mL de solugdo salina a 0,85 % (NaCl, Synth,
Diadema, SP). Em seguida um swab estéril foi imerso no inéculo e estriado na
placa de Petri contendo meio de cultura Mueller-Hinton agar (Merck, Darmstadt,
Germany), que foi utilizado para as bactérias, S. aureus e E.coli. Apés 20 minutos,
foram colocados discos de papel filtro Whatman n. 3 previamente impregnados
com 30 pL de cada amostra numa concentracao a 2 %. Os discos impregnados
com os extratos de propolis foram levados para secar em estufa a 60 ° C, por
aproximadamente 15 minutos, para a eliminacao de qualquer residuo etandlico. As
placas foram incubadas a 37 T por 24 h e em seguida o halo de inibicao foi

medido com paquimetro.

Para a levedura Candida albicans, o crescimento microbiano foi monitorado
a temperatura ambiente em local escuro e seco, empregando como meio de

cultivo o 4gar Sabouraud (Merck, Darmstadt, Germany).

Para o tratamento controle, foram inoculadas placas com as culturas
ativadas de bactérias, ndo recebendo o disco com extrato de prépolis. A atividade
antimicrobiana foi determinada pela formagcao ou nao de halo inibitério ao redor
dos discos.

3.11 Analise multivariada

A quimiometria foi utilizada para correlacionar as amostras estatisticamente.
A andlise de Componentes Principais (PCA) foi executada usando a versao 2.60
do programa Pirouette (Infometrix, Woodinville, WA, USA). A analise foi feita na
Natural Labor — Analises e Pesquisas Ltda, com sede na cidade de Campinas,
Sao Paulo, pela Dra. Angela Custédio.
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A andlise quimiométrica foi feita a partir dos trés diferentes tipos de
extracao supercritica: extracao supercritica reallizada a partir do extrato etandlico
de prépolis seco, extracdo supercritica a partir do EEPS utilizando diferentes
concentracdes de etanol como co-solvente (5, 10 e 15 %), extracao supercritica a
partir da propolis bruta com adicdo de etanol como co-solvente, nas proporgoes de
0,5,10e 15 %.

A analise quimiométrica relacionou também as seguintes variaveis:
rendimento de extracdo, composicao em termos dos quatro mercadores pré-
selecionados (Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico ou DHCA), acido 3-
prenil-4-hidroxicinamico (PHCA), acido p-cumarico e canferide e atividade

antioxidante.

A atividade antimicrobiana feita nos extratos obtidos ndo acrescentou-se na
analise quimiométrica, pois em razdo da obtencao de atividade antimicrobiana em

alguns extratos, optou-se por ndo considera-los na analise.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi investigado o efeito da temperatura, pressdo e
quantidade de co-solvente na extragdo supercritica dos extratos etandlicos de
prépolis e da prépolis bruta, atividade antioxidante e antimicrobiana dos extrato
etandlico de prépolis seco (EEPS) e dos extratos obtidos via tecnologia
supercritica. Os resultados obtidos serdo discutidos conforme a sequéncia
apresentada na secao Materiais e Métodos.

4.1 Caracterizacao da matéria-prima

A propolis apresentava aroma resinoso e balsamico, cor esverdeada, sabor
picante, consisténcia rigida a temperatura ambiente e pedacos homogéneos. De
acordo com o laudo da propolis, fornecido pela Bioessens Ltda (Cotia, Brasil), a
prépolis encontra-se dentro dos padrées exigidos pelo Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2001).

Os resultados da analise de umidade medida, conforme metodologia
descrita no item 3.2 da se¢dao Materiais e Métodos, foram expressos em termos de
substancias volateis, jA que em temperatura de aproximadamente 100 T e vacuo,
ocorre a volatilizacao de outros compostos além da agua. Os resultados para cada
uma das trés amostras em base seca estdo apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Resultados do teor de umidade da prépolis bruta.

Amostra Subst.Volateis [%] Solidos Totais [%]
1 8,79 91,21
2 8,80 91,20
3 8,97 91,03
Média 8,85 (+ 0,07) 91,14 (£ 0,07)

4.2 Caracterizacao do extrato etandlico de prépolis seco

O extrato etandlico de prépolis foi obtido em ftriplicata através da
metodologia descrita no item 3.3 da secao de Materiais e Métodos. O extrato
obtido foi analisado em termos de rendimento global médio e da concentracéao de
quatro marcadores (Artepillin C, acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, p-cumarico e
canferide) previamente selecionados e identificados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia, conforme metodologia descrita no item 3.8. Também foi avaliada a
atividade antioxidante do EEPS através do método de DPPH e a atividade

antimicrobiana in vitro contra C. albicans, E. colie S. aureus.

O extrato etandlico de prépolis seco apresentou coloracdo verde escura
acentuada e odor muito forte, caracteristico de prépolis. Sua consisténcia é
extremamente viscosa e possui forte aderéncia em contato com a pele ou

qualquer outro material.

O extrato etandlico de prépolis seco teve um rendimento médio de 39,45 +
1,2 %, compativel com o resultado obtido por Funari et al. (2007) que obtiveram
38,34 £ 2,05 % (m/m).

O extrato etanédlido de propolis de origem brasileira obtido por Funari et al.

(2007) foi feito através de metodologia diferente deste trabalho, dissolveram 90 g
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de prépolis crua em 190 mL de etanol por 90 dias. Porém os resultados de
rendimento de extracdo foram similares, indicando que 24 h de extracdo é
suficiente. Ambos os trabalhos analisaram o extrato etandlico de propolis seco
obtido por HPLC.

A Tabela 4.2 apresentou os resultados de concentracdo em mg/g dos
quatro marcadores previamente selecionados para a andlise quimica e rendimento
médio do extrato etandlico de propolis seco (EEPS), comparados com os
resultados obtidos por Funari et al. (2007).

Tabela 4.2. Resultados obtidos do EEP frente ao rendimento global, marcadores
selecionados para a andlise por HPLC e atividade antioxidante.

Rend. Global  Artepillin C PHCA*  p-cumarico Canferide

[%] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]
EEP 39,45+ 1,2 52,78 14,52 27,69 24,31
Funari et al. (2007) 38,34 + 2,05 33,80 - 6,30 6,30

* a concentragdo do PHCA néo consta no trabalho de Funari et al. (2007).
mg do composto/g de extrato analisado.

Os resultados apresentados na Tabela 4.2 mostram que apesar dos valores
de rendimento obtidos no extrato etandlico de prépolis ndo apresentarem
diferenca significativa, as composi¢cées em mg/g de trés dos quatro marcadores
selecionados para a andlise foram distintas entre si. Pode-se observar na Tabela
4.2 que a concentracao de Artepillin C é 56,16 % maior do que aquele obtido por
Funari et al. (2007). Ja para os compostos p-cumarico e canferide o aumento na

concentragéo foi maior, em torno de 340 % e 286 %, respectivamente.
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De acordo com Pereira et al. (2002) e Catchpole et al. (2004) este é o maior
problema para o uso da prépolis em fitoterapia, ja que a sua composicao quimica
varia muito com a flora da regiao, época de colheita, espécie de abelha (no caso
brasileiro também o grau de “africanizacdo” da Apis mellifera pode influenciar a

sua composi¢ao), assim como as técnicas de obtencao do extrato.

A Figura 4.1 apresenta um cromatograma tipico de extrato etandlico de
prépolis de origem brasileira obtido por HPLC, com os respectivos tempos de
retencéo dos quatro marcadores selecionados para a analise: Artepillin C (acido
3,5-diprenil-4-hidroxicindmico-DHCA), &cido 3-prenil-4-hidroxcindmico (PHCA),
acido p-cumarico e canferide.

Ahzorhance (AL)

a =] 10 15 20 25 =0 35 40 EES S0
Fetention time (mind

Figura 4.1. Cromatograma tipico de extrato etandlico de propolis obtido por HPLC.

A Tabela 4.3 apresenta os picos dos quatro marcadores analisados por
HPLC (tempos de retencao, formula e massa molar).
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Tabela 4.3. Picos e tempos de retengdo dos marcadores analisados.

Pico Tempo Retencgao Composto Formula Molecular  Massa Molar
[min]
1 3,37 Ac. p-cumarico CgHgOs 164,09
2 16,29 PHCA C14H1603 232,14
3 20,55 Canferide C16H1206 300,1 6
4 26,21 Arteplllln C C19H2403 300,1 9

A andlise antioxidante do extrato etandlico de propolis foi feita através do
método DPPH e apresentou valor de 7,58 ug/mL. Esta técnica fornece o resultado
em valor de EDsy (concentracéo eficiente que elimina 50 % dos radicais livres).
Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor serda seu EDsy €
maior sua atividade antioxidante. De acordo com Banskota et al. (1998) a
atividade antioxidante da propolis deve possuir valores de EDsg igual ou inferior a
10 ug/mL para apresentar boa atividade antioxidante, ou seja, o EEPS analisado

possui alta atividade antioxidante.

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propolis seco (EEPS) foi
testada em trés microorganismos: uma bactéria Gram positiva, Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), uma bactéria Gram negativa: Escherichia coli (ATCC
25922) e uma levedura :Candida albicans (ATCC 10231).

O extrato etandlico de propolis ndo inibiu E. coli e C. albicans, porém
apresentou inibicdo de 10 mm para o microorganismo Gram positivo S. aureus,
avaliado neste trabalho. Resultado idéntico ao encontrado por Park et al. (1998a)
quando avaliaram diferentes proporcées de etanol/agua na obtencao de extratos
etandlicos de propolis. Verificaram que para extratos obtidos com 90 e 95 %, a
zona de inibicao frente ao S. aureus foi de 10 mm, ja para o extrato aquoso de
prépolis, ndo houve inibicdo frente ao S. aureus.
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De acordo com Lindenfelser (1967), a propolis possui atividade
antimicrobiana especialmente contra bactérias Gram positivas. Esta atividade é
atribuida aos flavonodides, acidos aromaticos e ésteres presentes na resina
(BURDOCK, 1998). Porém a relagédo entre a estrutura e a atividade antimicrobiana
dos constituintes da propolis € ainda desconhecida. Kedzia (1990) e Krol et al.
(1993) relatam que o mecanismo de atividade antimicrobiana da propolis é
complexa e pode ser atribuida a um sinergismo entre os compostos fendlicos e

outros compostos presentes na resina.

4.3 Resultados experimentais obtidos da primeira fase dos testes

preliminares

A Tabela 4.4 apresenta os resultados dos trés testes preliminares da
extracdo supercritica da propolis bruta na temperatura de 40 C, pressao de 300
bar (densidade do CO»: 910,91 kg/cm®) (Angus et al., 1976).

Tabela 4.4. Condigdes experimentais e resultados obtidos nos testes preliminares.

Test T Pressdo Massa Tempo Xo Volateis Despressurizagéo
Pl al [l % [%] [o]
1 40 300 55,90 6 3,77 0,032 0,4644
2 40 300 5,05 5 9,73 0,405 0,0974
3 40 300 5,05 16 16,44 0,538 0,0512
Xo= massa de extrato obtido pela massa de matéria-prima usada na extragcdo, dada em
porcentagem.

Despressurizagao: representa a quantidade de extrato obtido na despressurizagéo do sistema.

Pode-se observar na Tabela 4.4 que diferentes rendimentos de extracédo
foram obtidos. O primeiro teste de extracdo apresenta o menor rendimento de

86



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

extracdo e a maior massa alimentada no extrator. Em principio, a massa extraida
na despressurizagdo deveria ser desprezivel em vista da reducédo gradativa da
pressdo do sistema e consequente reducdo da solubilidade. A Figura 4.2 mostra
gue a taxa de extracdo é praticamente constante. Como a vazao de CO; era baixa
e o comprimento do extrator, aproximadamente 15 cm, era suficiente longo para
promover a saturacdo na saida do extrator, podemos considerar que a
solubilidade do material soluvel em CO, era de aproximadamente 4,6 g/kg a 300
bar e 40 °C. Com base neste valor de solubilidade, pode-se prever um longo
periodo de extracdo para o primeiro teste e optou-se entdo por interromper a
extracdo e reduzir a massa de propolis no extrator. O rendimento de extracao de
volateis na armadilha de Porapack-Q que correspondeu a 0,032% foi
desconsiderado visto que apenas uma pequena fracao dos volateis foi extraido.

2,5

1,0 -

Massa Extrato [g]

0,5 - y =0,0046x+0,142

O O T T T T
0 100 200 300 400 500

Massa CO, [g]

Figura 4.2. Curva de extracdo a 300 bar e 40 <. Le ito fixo contendo 55,90 g de prépolis
bruta.

Para o segundo e terceiro teste de extragdo, foi alimentado

aproximadamente 5 gramas e o volume final foi completado com esferas de vidro

87



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

(leito inerte). Fez-se também um extrato etandlico do residuo de prépolis retido no
extrator, obtendo-se rendimento de 35,77 % (cuja composicdo nao foi avaliada).
Neste caso poderia-se ter 2 extratos, um obtido com CO. e outro com etanol.
Considerando os dois rendimentos, teria 44,9 % de rendimento de extracdo em
um efeito combinado, lembrando que a extracdo sé com etanol produz em média

39,45 % de extrato seco.

Como os trés testes foram realizados com a prépolis bruta, apds a extracao
supercritica, optou-se por obter o rendimento do extrato etanélico da prépolis bruta
retida dentro do extrator, com excecao do primeiro teste, que nao foi realizado em
decorréncia de uma falha operacional. A metodologia para extragéo etandlica da
prépolis bruta estd descrita no item 3.3 da secdo Materiais e Métodos. Os
rendimentos dos extratos etandlicos da prépolis bruta que restaram dentro do
extrator, apds a extracdo supercritica para o segundo e terceiro teste, foram de
35,77 % e 32,83 %, respectivamente.

Estes testes preliminares indicaram a quantidade adequada de prépolis
bruta que deveria seu utilizada no extrator, bem como forneceram uma idéia dos

compostos presentes na propolis.

A composicao do segundo teste, que apresentou maior rendimento global,
foi determinada por espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray no
Laboratério de Espectrometria de Massas THOMSON do Instituto de Quimica da
UNICAMP, conforme metodologia descrita no item 3.8.1 da secdo Materiais e
Métodos.

88



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.3.1 Resultados das analises quimicas obtidas por espectrometria de
massas com ionizacao por eletrospray em modo negativa — ESI-(-)-MS

As anadlises dos extratos supercriticos obtidos a partir da prépolis bruta
foram feitas no Laborat6rio de Espectrometria de Massas THOMSON do Instituto
de Quimica da UNICAMP, com a finalidade de obter um perfil quimico (qualitativo)
dos extratos supercriticos obtidos a partir da prépolis bruta. A metodologia
utilizada foi desenvolvida por Sawaya et al. (2004) e descrita no item 3.8.1 da
secao Materiais e Métodos.

A técnica foi utilizada no modo negativo, com uso da técnica fingerprinting
para analise do extrato supercritico da propolis bruta na condicdo de 40 T de
temperatura e 300 bar de pressao, referente ao segundo teste preliminar. A
Tabela 4.5 apresenta os compostos identificados nos extratos de prépolis bruta
utilizando ESI-(-)-MS.
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Tabela 4.5. Compostos identificados no extrato supercritico obtido a partir da prépolis

bruta utilizando a técnica ESI-(-)-MS.

[M-H] Picos Compostos
147 1 Ac. cindmico
163 2 Ac. p-cumérico
179 3 Ac cafeico
231 4 Ac. 3-prenil-4-hidroxicinamico
247 5 Ac. 3,4-dihidroxi-5-prenilcinamico
253 6 Crisina
269 7 Apigenina
299 8 Ac. 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C)
315 9 Ac. 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-prenil-2H-1- benzopirano-6-propendico
363 10 Ac. 3-cafeoilquinico
447 1 Ac. (E)-3-{-4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-dihidroxinamoiloxi)
-3-metil-2-butenil}-5-prenil-fenil}-2-propendico
515 12 Ac. 3,5-dicafeoilquinico
677 13 Ac 3,4,5-tricafeoilquinico

Os extratos

supercriticos foram comparados com componentes

encontrados na prépolis brasileira. A maioria dos compostos principais sao acidos

organicos e fendis, devido a sua facil ionizacdo em solugdes basicas por

deprotonatonacéao e, portanto, sao transferidos eficientemente a fase gasosa como

[M-H] - ions negativos. Um espectro de massas obtido a partir de ions existentes

na amostra do extrato € apresentado na Figura 4.3.
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Figura 4.3. Espectro de massas ESI(-)-MS do extrato supercritico obtido a partir da

propolis bruta.

Os resultados obtidos neste estudo foram compativeis com os
apresentados por Sawaya (2006), que foram reportados na Tabela 2.1 da sec¢ao
Reviséo Bibliografica. Todos os compostos identificados, com excesséo da crisina,
também foram identificados por Sawaya (2006) e representam a prépolis verde do
sudeste, com possivel origem botanica a partir da Baccharis dracunculifolia.

Os principais compostos identificados neste estudo foram os acidos: p-
cumarico e derivados (cindmico, 3-prenilhidroxicinamico, 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico), ferulico, 3-cafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico (BASNET et al.,
1996; PEREIRA et al., 2002) e 3,4,5-tricafeoilquinico. Também foram identificados
os flavondides (crisina, pinocembrina, apigenina), 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-
benzopirano (MARCUCCI e BANKOVA, 1999; BANKOVA et al., 2000).
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4.4 Resultados experimentais da segunda fase dos testes preliminares

O equipamento experimental utilizado para a segunda fase dos testes
preliminares esta descrito no item 3.4.1 da secao Materiais e Métodos e encontra-
se no Laboratério de Extracao Termodinamica Aplicada e Equilibrio (EXTRAE) da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP. Para estes experimentos
utilizou-se como matéria-prima o extrato etandlico de propolis seco (EEPS), obtido
previamente de acordo com item 3.3 da secdo Materiais e Métodos.

Nestes experimentos foram verificados o rendimento global do
fracionamento com diéxido de carbono supercritico do extrato etandlico de
prépolis seco (EEPS) na temperatura de 60 C, press 6es de 150, 200, 250, 300 e
350 bar e a concentragdo de quatro componentes previamente selecionados.

A Tabela 4.6 apresenta o rendimento global nas diferentes condicbes
experimentais e em funcao do tempo de extracdo, dividido em primeira e segunda
hora de extracao, totalizando 2 horas de extracéao

Tabela 4.6. Rendimento global de extracao (X,) em funcdo das condicées operacionais e
do tempo de extracao.

Teste T P Densidade* Xo [%] Xo [%]
[C] [bar] [kg/m 3] 12 hde extracdo 22 h de extracao
1 60 150 607,3 2,73 3,82
2 60 200 725,4 5,68 7,71
3 60 250 787,7 8,30 10,51
4 60 300 830,6 8,73 11,90
5 60 350 863,6 9,61 13,07

* Valores de densidade do CO, obtidos em Angus et al. (1976).
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Figura 4.4. Isotermas de rendimento global de extratos supercriticos obtidos a partir de
extratos etandlicos de propolis seco (EEPS) a 60 € .

A Tabela 4.6 e a Figura 4.4 apresentam o rendimento global nas diferentes
condi¢cbes operacionais e em funcao do tempo de extragcédo, primeira e segunda
hora de extracdo, onde o efeito da pressao foi transcrito em termos da densidade
do diéxido de carbono. As variaveis vazao do solvente (1,5 g/min £ 0,1) , massa
de extrato etandlico seco (aproximadamente 5 gramas) e temperatura de extracao
(60 €C) foram mantidas constantes em todas as extra ¢oes.

O rendimento global de extracdo na primeira hora variou de 2,73 % na
pressao de 150 bar a 9,61 % na pressao de 350 bar e na segunda hora de 3,82 %
a 13,07 %. Mantendo-se a temperatura fixa, em 60 T e aumentando a pressao de
extracdo, ocorreu aumento no rendimento global de extracdo, de quase 4 vezes,
devido ao aumento da densidade do CO,, que passou de 607,3 kg/cm?® para 863,6
kg/cm®.
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A partir da Tabela 4.6 pode-se construir a Figura 4.5 que correlaciona na
condicdo de 2 horas de extracdo, o rendimento global (X,) em funcdo da
densidade do diéxido de carbono.

_’_

12 —

- _J
—_— —,
w d
=2 g =
o -~

-

= B o~
= -
c _”~
E -
= 4 =
= - 37 =
[ 27 2y - 8382
x4 02 = Qag

2 R2=10 999

M

L= T

A . R . .
04 0.5 06 0,7 0.5 0.9

| e [ P T [y gL |
Densidade do C0, [giom?]

Figura 4.5. Rendimento global de extragdo em fungdo da densidade do didxido de
carbono.

Como um dos objetivos da extragdo supercritica foi verificar a possibilidade
de fracionar o extrato visando alguns componentes alvos que possuam
propriedades funcionais, a amostra do extrato etandlico de prépolis seco (EEPS) e
dos extratos supercriticos obtidos a 60 T e pressd es de 150, 200, 250, 300 e 350
bar foram analisados quanto a concentracdo de quatro componentes alvos:
Artepillin C (&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) (DHCA), acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico (PHCA), acido p-cumarico e canferide.

A analise dos compostos foi realizada por cromatografia liquida acoplada a
um detector de arranjo de diodos de acordo com o item 3.8.2 da secdo Materiais e

Métodos. A Tabela 4.7 apresenta as concentragdes destes compostos em mg/g.
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Tabela 4.7. Concentragdo em mg/g de quatro componentes selecionados no extrato
etandlico de propolis seco (EEPS) e nos extratos obtidos por extragdo com fluido
supercritico.

Componentes EEPS 150 bar 200 bar 250 bar 300 bar 350 bar
Artepillin C (DHCA) 40,41 38,67 46,62 24,75 31,33 38,06
Ac. 3-prenil-4-hidrocinamico (PHCA) 13,01 1,51 2,38 2,63 4,70 5,07
Ac. p-cumarico 21,04 7,33 8,37 10,02 17,77 18,72
Canferide 16,12 1,88 2,75 3,32 6,27 6,43
Total 90,58 49,39 60,12 40,71 60,07 68,28

Pode-se observar que o Artepillin C comportou-se de maneira diferente nas
pressoes de 150 e 200 bar, com ponto de maximo de concentracdo em 200 bar,
pois sua concentracdo foi superior que nas pressdées de 300 e 350 bar,
possivelmente devido a complexidade da mistura. O mesmo comportamento foi
observado na temperatura de 40 < e pressdes de 200, 300 e 400 bar, no trabalho
de Piantino (2008), que avaliou a extracdo supercritica de alecrim-do-campo
(Baccharis dracunculifolia), que é a provavel fonte botanica da prépolis verde
avaliada neste trabalho.

Dos quatro componentes de interesse, observa-se que, excetuando o
Artepillin C, as concentragdes dos outros trés componentes foram bem menores
que do extrato obtido a baixa pressdao (EEPS). Para o Artepillin C, existe uma
tendéncia de obter a mesma concentracdo do EEPS quando a pressdao é
aumentada. Para pressbes menores, observa-se que o CO, é mais seletivo para
fracionamento, no entanto os rendimentos sdo menores. O fracionamento vai
depender do grau de polaridade das moléculas, onde o CO. extraird
preferencialmente os componentes apolares. No entanto com o aumento de
pressao e consequente aumento de densidade, o diéxido de carbono fica menos
apolar e aumenta a sua capacidade de extrair componentes mais polares. Pode
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ser observado que para a maioria das substancias investigadas ocorre aumento
na concentragdo com o aumento da pressao, devido ao aumento da densidade do
diéxido de carbono e aumento de sua polaridade.

Observando a estrutura quimica do acido hidroxicinamico e seus derivados
prenilados (DHCA e PHCA), é possivel constatar que a adigdo de um grupo prenil
na molécula aumenta o rendimento da extracdo suprecritica. A extragdo do
Artepillin C (2 grupo prenil) com diéxido de carbono supercritico foi muito melhor
que a extracdo do acido p-cumarico (0 grupo prenil), e a extracdo do Artepillin C (2
grupos prenil) € melhor que o PHCA (1 grupo prenil). Isto indica que a adicdo do
grupo prenil diminui a polaridade da molécula, favorecendo a extragdo supercritica
(PIANTINO et al., 2008).

Os rendimentos de extracdo puderam ser correlacionados linearmente com
a densidade do solvente, conforme pode-se observar na Figura 4.5. Com o
aumento da pressdo do processo, aumenta-se o rendimento de extracdo, mas
diminui-se a seletividade do CO» no fracionamento, pois aproxima cada vez mais a
concentracao do extrato obtido por extracao supercritica (ESC) com a do extrato
de origem (EEPS).

4.5 Extracao supercritica do extrato etandlico de propolis (EEPS),
composicao quimica, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana

A temperatura e a pressao influenciam diretamente na solubilidade dos
solutos, visto que a solubilidade depende da densidade do solvente e da pressao
de vapor do soluto. A solubilidade do extrato no solvente foi obtida através da
etapa de taxa constante de extracdo e é fungcdo de propriedades do sistema
soluto-solvente. Como o poder de solubilizacdo de um fluido esta diretamente

96



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

relacionado com sua densidade, pode-se esperar que a solubilidade de um soluto

varie com a pressao.

A pressdo ndo s6 afeta a solubilidade de um determinado composto no
solvente (devido a alteracdo da densidade) como também afeta o numero de
compostos solaveis no solvente. Desta forma, para maiores pressdes o

rendimento de extracdo também é maior.

4.5.1 Rendimento e cinética de extracao

A solubilidade da mistura foi obtida através da inclinagéo inicial da curva de
extracao referente a temperatura e pressdo para cada experimento, conforme
descrito no item 3.7.4 da secao Materiais e Métodos.

A Tabela 4.8 apresenta o efeito da temperatura e da pressdao sobre os
rendimentos globais de fracionamento do extrato etandlico de prépolis seco
(EEPS), empregando diéxido de carbono como solvente para cada experimento.
Apresenta também os valores médios da solubilidade obtida para cada

experimento.
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Tabela 4.8. Rendimentos globais de extracdo e solubilidade em funcdo das variaveis

temperatura e pressio.

TIC] Plbal  Corida  ACOs [g/may- X, [%]** [SgOI|utb/III'I(dgiige]
150 1 903,6 11,90 + 2,07 2.2
20 200 2 951,4 12,18 + 1,29 2,1
250 3 963,3 12,37 + 1,37 0.4
150 4 815,0 13,35 + 0,02 2,1
35 200 5 866, 1 14,91 + 0,06 2,3
250 6 901,7 15,36 + 0,40 27
150 7 699,2 12,32+ 1,11 2.2
50 200 8 7846 14,75 + 0,97 23
250 9 834,7 17,95 2,17 2.8

* Angus et al. (1976).
** Xo = (kg extrato/kg de matéria-prima)*100 (% base seca), valores médios de friplicatas de
extracoes.

Pode-se observar na Tabela 4.8, que nas condicdes de temperatura de 20,
35 e 50 € e pressdes de 150, 200 e 250 bar investi gadas a variacao do valor da
densidade do solvente é de 699,2 a 963,3 kg/m>. Observa-se que 0 maximo e o
minimo rendimento foram obtidos a 50 /250 bar (17,95 % = 2,17) e 20 C/150
bar (11,90 % * 2,07), respectivamente.

Na pressao de 250 bar, o rendimento global aumenta de 12,37 % b.s. para
17,95 % b.s., nas temperaturas de 20 e 50 . Este comportamento corresponde
as mudancas das propriedades fisicas do CO,, principalmente da densidade, que
esta relacionada com o poder de solvatacdo. O mesmo comportamento pode ser
observado para as demais pressoes, ou seja, 150 e 200 bar.
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A Figura 4.6 apresenta a cinética de extracdo supercritica do extrato
etandlico de propolis. As condi¢des operacionais foram de 20 T de temperatura e
pressoes de 150, 200 e 250 bar. As Figuras 4.7 e 4.8 apresentam as cinéticas de
extracao supercritica do extrato etandlico de propolis nas temperaturas de 35 C e

50 C, respectivamente.
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Figura 4.6. Curva de extragao supercritica na temperatura de 20 C e pressdes de 150
bar, 200 bar e 250 bar.
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Figura 4.7. Curva de extracdo supercritica na temperatura de 35 T e pressdes de 150
bar, 200 bar e 250 bar.
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Figura 4.8. Curvas de extragao supercritica do extrato etandlico de propolis: a 50 € e
pressdes de 150, 200 e 250 bar.

Pode-se observar na Tabela 4.8 e Figura 4.6, que o0 aumento da pressao na
temperatura de 20 T influencia pouco no rendimento de extracdo. Nesta
temperatura, 0 maximo rendimento obtido foi de aproximadamente 12 %, tendo
em vista que a densidade do solvente supercritico € somente 6 % maior que a
densidade na pressao de 150 bar. Para a temperatura de 35 C, representada na
Figura 4.7, os rendimentos globais de extracdo foram de 13,35 %, 14,91 % e

15,36 % para pressodes de 150, 200 e 250 bar, respectivamente.

Para a temperatura de 50 C, observa-se maior varia cao dos rendimentos
de extracdo com a pressao. Neste caso a densidade na pressao de 250 bar é 19
% maior que a densidade na pressao de 150 bar. O rendimento maximo obtido na
temperatura de 50 € foi de 17,95 % na pressdao de 250 bar. Isto pode ser

visualizado na Tabela 4.8 e na Figura 4.8.
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Os resultados das isotermas de 20 C, 35 € e 50 C mostram que ocorre
aumento do rendimento global com a pressdo, mantendo-se a temperatura
constante, o que era esperado, pois segundo Brunner (1994), o aumento da
pressao resulta em aumento do poder de solvatacdo do CO, e consegue-se

aumentar a extracdo de compostos de elevada massa molecular.

O fracionamento dos extratos de prépolis vai depender muito da capacidade
do dioxido de carbono solubilizar os componentes do extrato etandlico e esta
capacidade é fungcao da temperatura e pressao ou da temperatura e densidade do
solvente. O aumento de temperatura aumenta a pressao de vapor dos solutos,
aumentando a sua solubilidade no solvente. O aumento da densidade aumenta o
poder de solvatacdo do solvente. O aumento de temperatura a pressao constante
aumenta a pressao de vapor, porém diminui a densidade do solvente.

Na Figura 4.9 mostra-se os valores de rendimentos globais (X,) para a
extracdo supercritica do extrato etandlico de propolis para os trés niveis de
pressao e temperatura (a) e o efeito na densidade do solvente nas pressdes 150,
200 e 250 bar e temperaturas de 20, 35 e 50 T (b).
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Figura 4.9. Rendimento Global para a extragdo supercritica (a) e solubilidade do extrato
etandlico de préplis nas pressdes de 150, 200 e 250 bar e temperaturas de 20, 35 e 50 C

(b).

Na figura 4.10 pode ser vista a influéncia da temperatura e pressdo na
concentracdo em rendimento de extracdo com CO»-SC do Artepillin C. Nas
pressdes mais elevadas, a concentragdo deste composto nos extratos aumenta
com aumento de temperatura e nas pressées mais baixas observa-se um
comportamento inverso, onde a concentragdo diminui com o aumento da
temperatura a pressdo constante. Esse tipo de comportamento pode ser
observado na Figura 4.9, onde dados de solubilidade de solutos em SC-CO. é
explicado pelo efeito da temperatura e pressdo na variacdo da densidade do
solvente e pelo efeito da temperatura na presséao de vapor do soluto. O ponto de
cruzamento das isotermas ocorreu entre 150 e 200 bar. Nesta regido o efeito da
temperatura no aumento da pressdo de vapor compensa o efeito da temperatura
na diminuicdo da densidade solvente. Em vista da existéncia dese ponto, a menor

€ a maior concentracdo ocorreram na mesma isoterma de 50 .
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Figura 4.10. Concentracao de Artepillin C obtido nos extratos supercriticos (a) e no

rendimneto de extracao em mg/g de extrato (b).

4.5.2 Analise quimica e atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos

A Tabela 4.9 apresenta os valores de concentracdo em mg/g dos 4
marcadores selecionados para a andlise em HPLC: Artepillin C, acido 3-prenil-4-
hidroxicinamico (PHCA), p-cumarico e canferide dos respectivos extratos
supercriticos obtidos a partir do extrato etandlico de propolis seco (EEPS) e a
atividade antioxidante, com valores expressos em EDsy, que representa a
concentragdo que elimina 50 % dos radicais livres e também a atividade

antimicrobiana frente ao S. aureus.
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Tabela 4.9. Concentracdo dos 4 marcadores, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana dos extratos supercriticos
obtidos do EEP em diferentes condi¢des de temperatura e pressao.

- S. aureus
Condicao
T P Artepillin C PHCA p-cumarico Canferide TOTAL DPPH
E . Halo de
xperimental Co o
inibicao
[C] [bar] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] ED so [mm]
150 1 47,68 4,34 4,86 3,69 60,57 13,87 9,0
20 200 2 44,72 3,72 3,73 2,59 54,76 9,99 8,0
250 3 47,87 4,62 4,94 1,76 59,19 7,91 8,0
150 4 45,62 4,85 3,35 2,88 56,70 19,32 8,0
35 200 5 45,10 3,58 3,58 2,74 55,00 16,13 10,0
250 6 51,14 5,12 5,84 3,80 65,90 19,45 8,0
150 7 40,97 4,60 3,37 4,76 53,70 11,01 9,0
50 200 8 48,80 4,38 4,50 4,09 61,77 11,57 7,0
250 9 52,38 7,43 5,73 9,34 74,88 13,36 10,0
EEPS 52,78 14,52 27,69 24,31 542,47 7,58 10,0

mg do composto/g de extrato analisado.
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A Tabela 4.8 e 4.9 relacionam as concentracbes de 4 marcadores nos
extratos obtidos através da extragdo supercritica do extrato etandlico de prépolis
seco (EEPS) com CO. supercritico como solvente. Observa-se que a
concentracdo de Artepillin C ndo varia substancialmente com a temperatura e
pressdo e € pouco menor que a concentracdo no EEPS de partida. As
concentracdes dos outros componentes foram bem inferiores a concentracdo no
extrato etandlico. As maiores variacbes na concentracdo dos componentes
ocorreram a 50 €, onde também observou-se maior variagdo do rendimento de
extracdo com o0 aumento da pressdo. A 20 C, a conce ntracdo dos componentes
variou pouco com a pressao, exceto para o canferide onde a variou de 3,69 para
1,76 mg/g, ja a atividade antioxidante em termos de EDs, caiu a metade, indicando

melhora consideravel.

De acordo com a Tabela 4.9, os resultados indicaram que nao existe uma
relacao direta entre a concentracao do Artepillin C e a atividade antioxidante, o
mesmo foi observado no trabalho de Piantino (2008) que avaliou a concentracao
de Artepillin C e atividade antioxidante em extratos etandlicos de alecrim-do

campo.

Pode-se observar na Tabela 4.9 que os quatro compostos analisados
representam no maximo 10 % do total, portanto podem nao serem determinantes

de todas as propriedades bioldgicas do extrato.

A atividade antimicrobiana foi testada para trés microorganismos
patogénicos, sendo um Gram positivo (Staphylococcus aureus), um Gram
negativo: Escherichia coli e uma levedura : Candida albicans.

Para os microorganismos C. albicans e E. coli, ndo obteve-se inibicao da
atividade antimicrobiana para o extrato etandlico de propolis seco (EEPS) e para
0s extratos supercriticos obtidos a partir do EEPS. Para o microorganismo
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Staphylococcus aureus houve atividade antimicrobiana realizada por difusdo em

disco.

Pode-se observar na Tabela 4.9 que os melhores resultados de atividade
antimicrobiana foram obtidos na corrida 5, realizada a temperatura de 35 € e
pressao de 200 bar e na corrida 9, que foi feita na temperatura de 50 C e pressao
de 250 bar, com halo de inibicdo de 10,0 mm, valor igual do extrato etandlico de
prépolis seco (EEPS) de partida. A corrida 9, apresentou maior concencentracao
de Artepillin C e menores concentracoes dos demais compostos analisados. Para
a corrida 5, a concentracédo de Artepillin C foi inferior a encontrada na corrida 9,
porém as concentracées dos demais compostos foram maiores. Extratos obtidos

em ambas corridas apresentaram fraca atividade antioxidante.

Muitos pesquisadores relataram que o potencial bioldégico da propolis se
deve a um sinergismo que ocorre entre muitos constituintes (MARCUCCI, 1996).
Observou-se este sinergismo no estudo de varias fracdes de um extrato etandlico
de propolis (EEP) feita por Krol et al. (1993), citado por Marcucci (1996) onde
nenhuma fragéo separada inibiu o crescimento de S. aureus e quando todas as
fraces foram reunidas, recuperou-se a atividade do EEP total. Estes resultados
indicaram que o potencial antibacteriano da prépolis ndo € devido a presenca de
uma substancia em particular mas, resultante de uma acao complexa de varios
compostos. Nenhum trabalho encontrado na literatura indica qualquer relagao

entre a atividade antioxidante e antimicrobiana.
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4.6 Extracao supercritica do extrato etandlico de propolis (EEPS) com adicao
de co-solvente, composicao quimica, atividade antioxidante e atividade
antimicrobiana

4.6.1 Rendimento e cinética de extracao

As condicdes operacionais de temperatura e pressao foram de 20 C, 35 C
e 50 C, pressdes de 150, 200 e 250 bar, respectiva mente. A adicdo de co-
solvente foi na proporcao de 5, 10 e 15 %. A temperatura de 35 T, pressao de
200 bar e 10 % de adicao de etanol representa o ponto central dos experimentos,
que foram feitos em triplicata.

Assim como na etapa anterior de extracdo supercritica a partir do extrato
etandlico de prépolis, as variaveis de processo foram mantidas constantes, ou
seja, a massa de amostra alimentada foi de 2 gramas, tempo de extracao foi de 3
horas para todos os experimentos e as vazdées do CO, como solvente e do etanol
como co-solvente foram mantidas constantes no decorrer da extragao, cerca de

1,5 g/min.

A Tabela 4.10 apresenta os valores de rendimento total obtidos na extracao
supercritica do extrato etandlico de prépolis com adicdo de etanol como co-

solvente

Na Tabela 4.10, os valores de X, sao referentes aos rendimentos obtidos
na extracao (material coletado). Como o extrato etandlico de propolis (EEP) é
extremamente aderente a qualquer superficie, foi feita uma extragdo com etanol
das esferas de vidro que aparentemente ficaram com EEPS aderido, de acordo
com a metodologia descrita no item 3.3 da secao Materiais e Métodos, obtendo
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assim, a massa de refinado. O rendimento X,** representa a massa em
porcentagem do que ficou retido na tubulacéo (entre a saida do extrator e coletor),
porém essa massa nao foi coletada e analisada. Apenas o que foi coletado

durante a extracdo foi analisado quimicamente.

No rendimento total de extragédo X, foi considerado o valor referente a soma

destas massas, ou seja, X, = Xoi+Xo™™.
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Tabela 4.10. Rendimentos globais de extragéo do extrato etandlico de propolis (EEP) em
funcéo das variaveis temperatura, pressao e adicao de co-solvente.

Co- Refinado
Experimento T[] P [bar] solvente Xoi [%0] Xo **[%] Xo [%] (%]

[%]
CS-1 20 150 5 58,23 23,82 82,05 17,95
CS-2 50 150 5 42,34 36,70 79,04 20,86
CS-3 20 250 5 50,60 45,79 96,39 3,62
CS-4 50 250 5 62,50 37,50 100,00 -
CS-5 20 150 15 37,62 43,61 81,23 18,76
CS-6 50 150 15 70,59 29,41 100,00 -
CS-7 20 250 15 78,31 21,69 100,00 -
CS-8 50 250 15 80,68 19,32 100,00 -

CS-9* 35 200 10 89,49 + 0,01 10,51+ 0,01 100,00 + 0,01 -

Xo = rendimento global de extracdo: (kg extrato/kg de matéria-prima)*100 (% base seca).
*ponto central de temperatura, pressao e porcentagem de co-solvente, ensaio feitos em triplicata.
**massa do material que ficou retido na tubulagao de saida no extrator.

Pode-se observar que para algumas condi¢cdes experimentais, houve
extracdo de praticamente 100 %. Para as extragdes nas quais utilizou-se 10 % e
15 % de co-solvente, as extragcdes foram de 100 %, com excecado para o
experimento CS-4, o qual também apresentou um rendimento de extracdo de 100
% nas condi¢des de 50 T, 250 bar de pressao e adi¢ a0 de 5% de co-solvente. O
menor rendimento global de extracao foi obtido no experimento CS-2, que foi feito
a 50 C, pressao de 150 bar e adicao de 5 % de co-s olvente.
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Esta etapa de extragdo supercritica foi realizada a partir da obtencao prévia
do extrato etandlico de propolis e com a adigdo de etanol como co-solvente. Isto
fez com que houvesse alto rendimento de extragcdo nos primeiros 30 minutos de

extragdo, ndo ocorrendo assim extragéo seletiva.

A Figura 4.11 apresenta o comportamento do rendimento global dos

extrato, obtido por SFE utilizando CO, como solvente e etanol como co-solvente.
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Figura 4.11. Curvas de extracdo da massa total extraida em relacdo a massa de solvente

(CO,) empregada na extracao utilizando etanol como co-solvente.

Observa-se na Figura 4.11 que rendimentos globais de até 100 % foram
alcancados. Como a prépolis é bastante solUvel em etanol, no inicio da extragéao
ocorre rendimento de extracao significativo e apds isso, a massa total de extrato

foi praticamente constante.
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A Figura 4.12 apresenta as curvas de extracdo supercritica a partir do
extrato etandlico de prépolis a 20 T, pressdes de 150 bar e 250 bar e adicao de 5

e 15 % de co-solvente.
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Figura 4.12. Curvas de extragdo da massa total extraida em relagdo a massa de solvente
(CO,) empregada na extracdo supercritica a 20 € e etanol como co-solvente nas

propor¢des de 5 e 15 %.

A partir da Figura 4.12 pode-se observar que as extracoes feitos a 20 T e
com 15 % de adicao de co-solvente apresentaram maior rendimento de extracao.
Na temperatura de 20 € e 15 % de adicao de co-solv ente na pressao de 250 bar

houve um pequeno aumento no rendimento frente a pressao de 150 bar.

A Figura 4.13 apresenta as curvas de extracdo supercritica a partir do
extrato etandlico de prépolis a 50 T, pressdes de 150 bar e 250 bar e adicao de 5

e 15 % de co-solvente.
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Figura 4.13. Curvas de extracdo da massa total extraida em relagdo a massa de solvente
(CO,) empregada na extracdo supercritica a 50 € e etanol como co-solvente nas

proporcdes de 5 e 15 %.

A partir de Figura 4.13 pode-se observar que a 50 °C houve diferenca no
rendimento global frente a pressao e a adigcao de co-solvente, com excec¢ao para a
pressdo de 150 bar e adicao de 5 % de co-solvente, que apresentou rendimento
inferior a 100 %. Acima de 5 % de adicao de co-solvente, a temperatura e
densidade ficam sem efeito frente a concentracdo de etanol, que por ter grande

afinidade com a propolis extrai particamente 100 %.

A Figura 4.14 apresenta as curvas de extracdo supercritica do extrato
etanodlico de propolis nas temperatura de 20 T e 50 T, pressoes de 150 bar e
250 bar com adigcédo de 5 % e também o ponto central das condi¢des operacionais,

ou seja, 35 € de temperatura, pressao de 200 bar e 10 % de etanol.
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Figura 4.14. Curvas de extracdo da massa total extraida em relacdo a massa de solvente
(CO.) empregada na extracao supercritica a 20 € e 50 €, etanol como co-solvente nas
proporcdes de 5 e 10 %.

A partir da Figura 4.14 pode-se observar que os maiores rendimentos de
extracdo foram obtidos a 35 € e 50 C, pressdes de 200 e 250 bar e adicao de
co-solvente na proporcao de 5 e 10 %. Nesta figura também pode-se observar que
o uso de etanol como co-solvente ocasionou alto rendimento no inicio da extracao,

devido a alta solubilidade da prépolis em etanol.

A Figura 4.15 apresenta as curvas de extracdo supercritica do extrato
etandlico de propolis nas temperatura de 20 T e 50 T, pressoes de 150 bar e
250 bar com adicdo de 15 % de etanol como co-solvente e também o ponto
central das condi¢cdes operacionais, ou seja, 35 T, 200 bar e 10 % de etanol.
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Figura 4.15. Curvas de extracdo da massa total extraida em relacdo a massa de solvente
(CO.) empregada na extracao supercritica a 20 € e 50 ° C, etanol como co-solvente nas
proporcdes de 10 e15 %.

Pode-se observar na Figura 4.15 que o ponto central, ou seja, a 35 C, 200
bar e 10 % de co-solvente apresenta taxa inicial maior de extragao, porém o

rendimento total se equivale as demais extragdes.

4.6.2 Analise quimica e atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos

A Tabela 4.11 apresenta os valores de concentracdo em mg/g dos
marcadores pré-selecionados para a analise e os resultados de atividade
antioxidante, expressos EDsy e atimicrobiana dos extratos obtidos frente ao S.

aureus.
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Tabela 4.11. Concentracdo dos 4 marcadores, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana in vitro do extrato
supercritico obtidos em diferentes condicdes de temperatura e pressao

S. aureus
T P soI(\:/Z;lte Xo Artepillin C  PHCA p-cumarico Canferide TOTAL DPPH Halo de
inibicao
[C] [bar] [%] [%] [mg/g]  [mg/g]  [mg/g]  [mg/g] [mg/g] EDso [mm]
CS-1 20 150 5 82,05 26,92 12,98 23,49 10,57 73,96 16,13 7,0
CS-2 50 150 5 79,04 31,31 11,68 22,30 1,95 67,24 15,01 9,0
CS-3 20 250 5 96,39 18,39 5,21 9,53 2,67 3580 16,04 6,0
CS-4 50 250 5 100,00 4,87 0,90 0,00 0,00 577 16,14 NI
CS-5 20 150 15 81,22 30,07 6,17 13,63 0,00 49,87 14,56 7,0
CS-6 50 150 15 100,00 6,45 1,67 0,33 0,00 8,45 15,86 7,0
CS-7 20 250 15 100,00 17,55 4,96 8,69 2,22 3342 17,93 NI
CS-8 50 250 15 100,00 6,97 1,59 0,75 3,71 13,02 16,00 NI
EEPS 39,45 52,78 14,52 27,69 24,31 119,30 7,58 10,0

mg do composto/g de extrato analisado.
NI: n&o inibiu
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As concentracdes dos quatro compostos analisados por HPLC, bem como o
valor do EDs sdo referentes ao extrato obtido durante as trés horas de extracao,
referente a X, da Tabela 4.10.

Pode-se observar na Tabela 4.11 que ocorre grande variagdo na
concentracdo dos quatro compostos analisados. A maior concentracao de todos
os compostos foi obtida no experimento CS-1, cuja condicdes experimentais foram
20 C, 150 bar e adicao de 5% de co-solvente, porém a atividade antioxidante
desta amostra apresentou-se fraca, seu EDsy foi de 16,13 ug/mL. Todas as
amostras analisadas apresentaram atividade antioxidante baixa, maior que 10

pug/mL.

O extrato obtido a partir do experimento CS-4 nao indicou concentracao de
acido p-cumarico e canferide. Os extratos obtidos dos experimentos CS-5 e CS-6

nao apresentaram concentracao de canferide.

A melhor atividade antioxidante foi obtida no extrato do experimento CS-5,
cerca de 14,56 ug/mL, valor alto se comparado com o do extrato etandlico de

prépolis seco, que é cerca de 7,58 ug/mL.

Para avaliar a atividade antimicrobiana foram testados trés
microorganismos: Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Candida albicans (ATCC
10231) e Escherichia coli (ATCC 25922). Porém nao houve inibicdo de C.
albicans e E. coli.

Para os experimentos CS-7 e CS-8, nao ocorreu inibicao do crescimento do
S. aureus, visto que os extratos apresentaram baixas concentragdes de Artepillin
C, p-cumario e canferide e fraca atividade antioxidante. O extrato do experimento
CS-4 nao apresentou halo de inibicdo do S. aureus, a concentragdo dos

marcadores selecionados foi baixa e a atividade antioxidante foi fraca.
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Pode-se observar na Tabela 4.11 qua a maior inibicdo antimicrobiana foi
verificada no extrato supercritico obtido a 50 C, 150 bar e 5 % de adicao de
etanol como co-solvente, referente ao experimento CS-2, a qual apresentou a
maior concentracdo de Artepillin C. Para os demais experimentos, verificou-se

fraca inibicdo do S. aureus, ou seja, apresentaram uma inibicao inferior ao EEPS.

Com o objetivo de estudar a possibilidade de fracionar a prépolis bruta de
modo a obter fracées enriquecidas em compostos que possuem diversas
atividades biolégicas como atividade antioxidante, atividade antimicrobiana entre
outras, analisou-se as fragdes do experimento CS-9 que foi obtido em condigbes
intermediarias de temperatura, pressao e adicao de co-solvente, ou seja, 35 T,

200 bar e 10 % de adicéo de etanol como co-solvente.

O extrato do experimento CS-9 foi dividido em oito (8) fracoes diferentes.
Na primeira hora de extracao, as fragdes foram coletadas de 15 em 15 minutos,
nas duas horas seguintes as fracbes foram coletadas de 30 em 30 minutos,

totalizando assim 3 horas de extragao.

A Tabela 4.12 apresenta os resultados de rendimento total das fragdes
referentes ao experimento CS-9, concentragdo em mg/g dos quatro marcadores
selecionados para andlise quimica, atividade antioxidante e atividade

antimicrobiana in vitro frente ao S. aureus, das respectivas fracoes.
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Tabela 4.12. Rendimentos, concentragdes dos 4 marcadores, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana das fragées
do extrato supercritico obtido a 35 C, 200 bar e 1 0 % de co-solvente a partir do extrato etandlico de propolis.

S. aureus
Tempo Fragéao Xo Artepilin C  PHCA  p-cumarico Canferide @ TOTAL DPPH " Haode
inibicdo

[min] [%] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] EDso [mm]
15 CS-9 FH1 69,48 52,25 13,63 35,5 10,47 111,85 13,37 7,0

30 CS-9F2 3,03 33,02 4,74 10,61 5,55 53,92 12,29 7,0

45 CS-9F3 5,17 14,04 3,28 11,68 2,71 31,71 14,66 7,0

60 CS-9F4 2,92 6,88 1,72 7,50 1,35 17,45 12,97 NI

90 CS-9F5 3,67 6,15 1,31 5,23 1,12 13,81 20,37 NI
120 CS-9 F6 1,89 4,80 0,96 3,60 0,77 10,13 19,88 NI
150 CS-9F7 1,48 2,45 0,51 1,82 0,26 5,04 19,23 NI
180 CS-9F8 1,84 1,50 0,30 0,93 0,15 2,88 - -

mg do composto/g de extrato analisado.
NI: ndo inibiu
-: ndo se obteve amostra suficiente para a realizagdo dos experimentos.
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Pode ser observado na Tabela 4.12 que o maior rendimento obtido nas
fracoes corresponde a Fracado 1 (CS-9F1), que apresenta maior concentracao dos
compostos analisados por HPLC.

A concentracao de Artepillin C na Fracdo 1 é de 52,25 mg/g e da Fracédo 2 é
de 33,02 mg/g, ou seja, a Fracdo 1 possui concentragdo 36 % superior em
Artepillin C. Para os demais compostos, a Fracdao 1 também apresentou extrato

mais concentrado nos demais compostos.

A atividade antioxidante foi mais pronunciada nas Fracdées 1 a 4,
principalmente na Fragéo 2 e na Fracdo 4, com valores de EDsy de 12,29 ug/mL e

12,97 ug/mL, respectivamente.

Verificou-se fraca atividade antimicrobiana frente ao S. aureus nas trés
primeiras fracGes obtidas na extracdo supercritica realizada a partir do extrato
etandlico de propolis nas condi¢coes de 35 C, 200 bar e 10 % de co-solvente,
onde as fragdes apresentaram a maior concentracdo dos compostos analisados.
Para as demais fracdes obtidas néo verificou-se atividade antimicrobiana.

4.7 Extracao supercritica da propolis bruta com e sem adicao de co-solvente,

composicao quimica, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana

4.7.1 Rendimento e cinética de extracao

A Tabela 4.13 apresenta os resultados de rendimento global obtidos no
processo de extracdo supercritica da prépolis bruta nas temperaturas de 20, 35 e
50 € e pressdes de 150, 200 e 250 bar utilizando e tanol como co-solvente da
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extracdo nas propor¢des de 5, 10 e 15 %, com excecado dos experimentos PB-10 a

PB-13, os quais foram feitos sem adi¢ao de etanol.

Tabela 4.13. Rendimentos globais de extragdo da propolis bruta em fungao das variaveis

temperatura e pressao e adicao ou ndo de co-solvente.

Experimento T[] P [bar] CO'S[‘Z/':;e”te Xo [%] S[Ss'fﬂs:i]e
PB1 20 150 5 18,47 0,0038
PB-2 50 150 5 20,30 0,0033
PB-3 20 250 5 20,06 0,0034
PB-4 50 250 5 27,83 0,0046
PB-5 20 150 15 38,95 0,0140
PB-6 50 150 15 42,14 0,0100
PB-7 20 250 15 40,83 0,0153
PB-8 50 250 15 51,34 0,0169
PB-9* 35 200 10 37,5+ 3,1 0,0073 + 0,001
PB-10 20 150 0 3,29 0,0011
PB-11 50 150 0 3,50 0,0011
PB-12 20 250 0 4,03 0,0012
PB-13 50 250 0 7,30 0,0022

*ponto central de temperatura, pressao e porcentagem de co-solvente, ensaio feitos em triplicata
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De acordo com Catchpole et al. (2004), a propolis é pouco soluvel em CO»
supercritico, porém mais soluvel na mistura CO. e etanol. Este efeito pode ser
observado na Tabela 4.13, onde os valores de rendimento global das extracoes
supercriticas utilizando etanol como co-solvente possuem valores muito

superiores.

Pode-se observar que para os experimentos PB-10, PB-11 e PB-12 nao
houve diferenca no valor de solubilidade da mistura e o rendimento de extracéo
praticamente ndo se alterou. Ja para o experimento PB-13, houve um aumento no
valor de solubilidade, de 0,0012 Qsoiute/9CO2 do experimento PB-12 para 0,0022
Osoluto/gC0O2 do experimento PB-13, acarretando um incremento no rendimento do

extracdo de cerca de 83 %.

Nos experimentos PB-1 e PB-2, na pressédo de 150 bar e 5 % de adicao de
co-solvente, com o aumento de temperatura de 20 € para 50 C, observou-se
pequeno aumento no rendimento de extracdo, de 18,5 para 20,3 %. Para os
experimentos PB-3 e PB-4, foram utilizadas as mesmas condi¢cdes de temperatura
e co-solvente, porém a pressao de operacdo foi de 250 bar, o que fez o
rendimento de extragdo aumentar de 20,1 e 27,8 %, respectivamente. A diferenca

no rendimento de extracao foi superior quando aplicou-se pressdes maiores.

O aumento da temperatura em pressdes elevadas afeta pouco a densidade
do solvente, neste caso, a temperatura € a varidvel mais importante. A baixa
pressao ocorre maior variacdo da densidade do solvente com a temperatura,
desfavorecendo o rendimento. O decréscimo da densidade com o aumento da

temperatura compensa o efeito da temperatura nas pressdes de vapor do soluto.

Nos experimentos com adicdo de 15 % de co-solvente, ou seja, 0s
experimentos PB-5 a PB-8, nos quais manteve-se a pressao constante de 150 bar
e aumentou-se a temperatura de 20 € para 50 C, o rendimento aumentou de

38,9 % para 42,1%. Para os experimentos PB-7 e PB-8 onde a pressao de
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trabalho foi de 250 bar, 15 % de co-solvente o rendimento aumentou de 40,8 %
para 51,3 %, quando aumentou-se a temperatura de 20 € para 50<C.
Comparando os experimentos PB-5, PB-6, PB-7 e PB-8, pode-se verificar que o
aumento da pressao, de 150 para 250 bar, acarreta acréscimo no rendimento de
extracdo superior ao aumento de temperatura de 20 °C para 50 € a mesma
pressdao. O mesmo efeito pode ser observado para os experimentos com adi¢do
de 5 % de co-solvente.

O experimento PB-9, no qual as condicbes de operagdo da extracao
supercritica foram os valores intermediarios de temperatura, pressdo e co-
solvente, ou seja, 35 C, 200 bar e 10 % de co-solv ente, o rendimento global de

extracao foi de 37,5 %.

Os experimentos PB-10 a PB-13 foram feitos nas temperaturas de 20 C e
50 C, pressdes de 150 e 200 bar sem adicdo de etan ol como co-solvente. Pode-
se observar na Tabela 4.13 que rendimentos globais muito inferiores foram
obtidos. Os rendimentos minimo e maximo de extragao foram de 3,29 % e 7,30 %,
nas condicoes de 20 T/150 bar e 50 /250 bar, res pectivamente. De acordo com
Catchpole et al. (2004), a propolis possui baixa solubilidade em CO,, porém é
razoavelmente soluvel na mistura CO; e etanol, o que pode ser observado pela
comparacao dos rendimentos globais obtidos nas extracdes supercriticas com e
sem a adi¢ao de co-solvente.

A Figura 4.16 apresenta a comparacao entre as curvas de extracao obtidas
a partir da extracao supercritica da prépolis bruta nas condi¢coées de 20 C e 50 C
de temperatura, pressoes de 150 e 250 bar e adicdo de 0; 5 e 15 % de etanol

como co-solvente.
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Figura 4.16. Comparacao entre as curvas de extracdo obtidas a partir da prépolis bruta

em diferentes condi¢des de temperatura, pressao e adicao de co-solvente.

Pode-se observar nitidamente na Figura 4.16, que a quantidade de co-

solvente utilizada na extragcdo supercritica influencia diretamente o rendimento

global de extrato obtido. Pode-se observar também que os maiores rendimentos

de extracdo foram obtidos nas maiores temperatura e presséo, ou seja, 50 T e

250 bar, respectivamente.

A Figura 4.17 apresenta as cinéticas de extracdo dos experimentos de

extracao supercritica da prépolis bruta nas condicoes de 20 T e 50 C, pressoes

de 150 bar e 250 bar sem adicdo de co-solvente.
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Figura 4.17. Curvas de extracdo da massa total extraida em relacdo a massa de solvente
(CO,) empregada na extracao supercritica a 20 T e 50 ° C, 150 e 250 bar de pressao.

Pode-se observar na Figura 4.17 que o maior rendimento foi obtido na
temperatura de 50 T e pressao de 250 bar. Pode-se observar uma aumento no
rendimento de extracdo quando a pressao é aumentada de 150 para 250 bar, para

as temperaturas de 20 T e 50C.

4.7.2 Analise quimica e atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos

A Tabela 4.14 apresenta os valores de concentragdo em mg/g dos 4
marcadores selecionados para a andlise em HPLC: Artepillin C, acido 3-prenil-4-
(PHCA),
supercriticos obtidos a partir do extrato etandlico de propolis seco (EEPS),

hidroxicinamico p-cumdrico e canferide dos respectivos extratos
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atividade antioxidante expressa em EDsy e atividade antimicrobiana frente ao S.

aureus.
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Tabela 4.14. Concentracdo em dos 4 marcadores, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana dos extratos

supercriticos obtidos em diferentes condicdes de temperatura, pressao e adicdo de co-solvente.

S. aureus
T P Co-solvente Xo Artepillin C PHCA p-cumarico Canferide TOTAL  DPPH “Halode
inibicao

[C]  [oar] [%] [%] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] EDso [mm]
PB-1 20 150 5 18,47 29,58 9,33 16,25 0,88 56,04 16,63 NI
PB-2 50 150 5 20,30 12,34 0,97 1,85 0,97 16,13 13,55 NI
PB-3 20 250 5 20,06 29,00 8,79 15,43 0,00 53,22 15,81 NI
PB-4 50 250 5 27,83 19,42 2,562 4,33 0,71 26,98 16,79 NI
PB-5 20 150 15 38,95 2,27 1,25 0,72 0,00 4,24 14,03 NI
PB-6 50 150 15 42,14 36,57 15,29 27,10 11,92 90,88 17,99 NI
PB-7 20 250 15 40,83 2,54 1,66 1,68 0,00 5,88 15,57 NI
PB-8 50 250 15 51,34 12,76 2,86 4,23 0,00 19,85 12,53 NI
PB-10 20 150 0 3,39 20,41 1,35 1,89 24,86 48,51 22,47 NI
PB-11 50 150 0 3,50 0,82 0,17 0,13 1,15 2,27 27,07 NI
PB-12 20 250 0 4,03 24,63 2,09 2,87 29,48 59,07 19,30 NI
PB-13 50 250 0 7,30 57,81 1,88 1,82 0,00 61,51 16,80 NI
EEPS 39,45 52,78 14,52 27,69 24,31 119,30 7,58 10,0

NI: n&o inibiu
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A Tabela 4.14 relaciona as concentracbes dos quatro marcadores
presentes nos extratos obtidos através da extracdo supercritica da prépolis bruta
utilizando 0; 5 e 15 % de etanol como co-solvente. Pode-se observar que para a
adicdo de 5 % de co-solvente, mantendo-se fixa a temperatura de 20 T e
aumentando-se a pressdao de extragcdo de 150 bar para 250 bar, os quatro
marcadores selecionados para a analise apresentaram concentracdes similares,
mesmo com aumento no rendimento global de extracao de 18,47 % para 20,06 %,
respectivamente. Ocorreu também pequena diminuicao no valor de EDsg, de 16,63

pug/mL para 15,81 ug/mL.

Observou-se a 50 C, 5 % de co-solvente e aumentand o-se a pressao de
150 bar para 250 bar, o rendimento de extragdo aumentou de 20,30 % para 27,83
% e a concentracdo dos marcadores também aumentou, com exceg¢do do
canferide, cuja concentracdo diminuiu de 0,97 mg/g para 0,71 mg/g. Para os
demais marcadores houve aumento de 12,34 mg/g para 19,42 mg/g na
concentracdo de Artepilin C, ou seja, houve aumento de 57,37 % na sua
concentragao, para o PHCA o aumento foi maior, cerca de 159 %, ou seja a
concentracdo do PHCA aumentou de 0,97 mg/g para 2,52 mg/g. A concentracao
de p-cumarico aumentou de 1,85 mg/g para 4,33 mg/g, ou seja, aumento de
134,05 %.

Para a adicdo de 5 % de etanol como co-solvente, podemos observar
também que a 50 C, os rendimentos globais de extra ¢cao sdo maiores do que a 20
C, porém a concentracao dos 4 marcadores analisado s sdo menores. Isso pode
ser melhor observado para o acido p-cumarico, cuja diferenca de concentracao é
significativa. O efeito da temperatura ird diminuir a densidade do solvente, ficando
mais seletivo aos diferentes compostos da mistura. Comportamento semelhante
foi observado na Tabela 4.7 para a variacao da pressao a temperatura constante.
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A 20 C e pressbes de 150 e 250 bar, as concentraco es foram de 16,25
mg/g e 15,43 mg/g, respectivamente, porém para 50 °C a concentragdo do acido
p-cumarico diminui para 1,85 mg/g e 4,33 mg/g nas respectivas pressoes de 150
bar e 250 bar. A amostra que possuiu a melhor atividade antioxidante foi a PB-2,
na qual o EDs era de 12,53 ug/mL e foi obtido nas condicdes de 50 C, 150 bar e

5 % de adicao de etanol como co-solvente.

Os extratos obtidos com adicdo de 15 % de co-solvente apresentaram
maior rendimento global do que aqueles com adicdo de 5 % co-solvente, como
observado na Tabela 4.14. Na temperatura de 20 C, todos os marcadores
apresentaram concentracdes inferiores em comparacdo aos ensaios a 50 C. As
maiores concentracdes foram obtidas na amostra PB-6, que foi de 36,57 mg/g de
Artepillin C, 15,29 mg/g de PHCA, 27,10 mg/g de &cido p-cumarico e 11,92 mg/g
de canferide, porém apresentou o maior EDs, indicando que apesar de possuirem

maior concentracdao dos marcadores, apresentou a pior atividade antioxidante.

O melhor resultado de atividade antioxidante dos extratos obtidos com
adicao de 15 % de etanol como co-solvente foi a amostra PB-8, que apresentou o
maior rendimento global, de 51,34 % e menor EDsy (12,53 ug/mL). As
concentracdes obtidos para esta amostra foram 12,76 mg/g de Artepillin C, 2,86
mg/g de PHCA e 4,23 mg/g de acido p-cumarico. Os piores resultados de
atividade antioxidante ocorreram nos experimentos PB-10 e PB-11, que
apresentaram menor rendimento de extragéo, cerca de 3,39 e 3,50 % e EDsy de

22,47 e 27,07 pg/mL respectivamente, indicando uma fraca atividade antioxidante.

A amostra PB-8 apresentou alto rendimento global de extracédo, cerca de
23,12 % maior que o extrato etandlico de prépolis seco (EEPS), porém
possivelmente de compostos que nao sejam interessantes, ja que a concentragao

dos compostos analisados foi baixa.
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De acordo com Negri et al. (2000), o CO, possui caracteristica ndo polar e a
ESC da propolis bruta extrai preferencialmente substancias nao-polares,
representadas por ceras como hidrocarbonetos e monoésteres, que essao
presentes em grande quantidade na propolis bruta, 0 que pode ser observado pelo
baixo rendimento de extracao.

Os experimentos PB-10 a PB-13 foram obtidos a partir da extracdo da
prépolis bruta nas temperaturas de 20 € e 50 C, p ressdes de 150 e 250 bar,
porém sem adicdo de co-solvente. A amostra PB-13 apresentou a maior
concentracao de Artepillin C de todos os experimentos com prépolis bruta, que era
57,81 mg/g. Ja nos experimentos PB-3, PB-5, PB-7 e PB-8 nao foi detectada a

presencga do canferide.

Os extratos suprercriticos obtidos a partir da prépolis bruta nas condicoes
operacionais de temperatura de 20 C e 50 C, press des de 150 e 250 bar e
adicdo de 0, 5 e 15 % de etanol como co-solvente, ndo apresentaram inibicéo
frente aos microorganismos estudados (C. Albicans, E. coli e S. aureus).

Com o objetivo de estudar a possibilidade de fracionar a prépolis bruta de
modo a obter fragdes enriquecidas em compostos que possuem varias atividades
bioldgicas, como atividade antioxidante e atividade antimicrobiana entre outras,
analisou-se as fracbes do experimento PB-9, que foi feito em condicbes
intermediarias de temperatura, pressao e adicao de co-solvente, ou seja, 35 T,
200 bar e 10 % de adicao de etanol como co-solvente.

O experimento PB-9 foi dividido em oito (8) fracdes diferentes. Na primeira
hora de extracédo, as fracdes foram coletadas de 15 em 15 minutos e nas duas
horas seguintes as fragcdes foram coletadas de 30 em 30 minutos, totalizando
assim 3 horas de extragéao.
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A Tabela 4.15 apresenta os resultados de rendimento total, concentracdo
em mg/g dos quatro marcadores selecionados para analise quimica, atividade

antioxidante e antimicrobiana das fracdes.
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Tabela 4.15. Rendimentos, concentracées dos 4 marcadores, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana in vitro das

fragcdes do extrato supercritico obtido a 35 C, 200 bar e 10 % de co-solvente.

S. aureus
Tempo Xo Artepillin C PHCA p-cumarico Canferide TOTAL DPPH ~Halode
inibicéo
[min] [%] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] EDso [mm]
15 PB-9 F1 3,04 48,86 9,40 18,88 44,56 121,70 15,45 1,0
30 PB-9 F2 2,68 56,04 8,92 15,65 55,30 135,91 15,21 8,0
45 PB-9 F3 4,03 56,21 11,09 20,47 55,76 143,53 14,47 7,0
60 PB-9 F4 4,75 58,35 12,23 23,75 54,51 148,84 15,30 8,0
90 PB-9 F5 9,32 54,80 11,93 24,72 47,25 138,70 12,95 9,0
120 PB-9 F6 5,96 55,04 11,95 27,47 38,38 132,84 15,66 8,0
150 PB-9 F7 2,89 47,59 11,28 29,07 33,21 121,15 10,90 9,0
180 PB-9 F8 1,81 39,23 9,67 29,76 26,09 104,75 10,23 7,0
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Pode-se observar na Tabela 4.15 que a fracdo que apresentou 0 maior
rendimento total foi a Fracao 5, cerca de 9,32 %. O menor rendimento, como era
previsto, foi referente a Fracdo 8 que apresentou aproximadamente 1,81 % de

rendimento total.

A Fracao 4 apresentou a maior concentracdo de Artepillin C comparando
com as outras fracdes deste experimento de extracao supercritica da préopolis
bruta, a qual apresentou concentragdo de 58,35 mg/qg.

A melhor atividade antioxidante foi apresentada pelas Fracdo 7 e 8 que

apresentaram aproximadamente 10 pg/mL.

De acordo com os resultados de extracao da prépolis bruta sem a adigéo de
co-solvente, pode-se sugerir que a presenca de compostos como ceras no
material sélido interfere na extracdo de substancias polares. Contudo, uma
recomendacgado é o uso da ESC focado na extragdao de ceras, com o objetivo de
“limpar” a matriz sélida e em seguida a extracdo utilizando solvente polar,
selecionado para a extracdo de compostos bioativos como o0s compostos

fendlicos.

Pode-se verificar na Tabela 4.15, que todas as fragdes obtidas no ponto
central, ou seja, a 35 C, 200 bar e 10 % de co-sol vente apresentaram razoavel
inibicdo de S. aureus.
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4.8 Resultados complementares sobre a extracdao supercritica da propolis
bruta

Foram realizadas duas extragdes complementares da prépolis bruta com
adicao de diferentes co-solventes, como acetato de etila e etanol, no laboratério
EXTRAE. O equipamento utilizado esta descrito no item 3.4.1 da se¢cao Materiais
e Métodos. Os solventes selecionados foram o acetato de etila (Ecibra, Santo
Amaro, SP) e o etanol (Merck, Darmstdadt, Germany).

A motivacdo para a realizacdo de uma extracdo supercritica utilizando
acetato de etila como co-solvente surgiu a partir do trabalho de Lee et al. (2007),
no qual os autores fizeram uma extracdo supercritica da prépolis bruta de origem
brasileira com adicdo de 13,9 (m/m) % de acetato de etila como co-solvente,
obtendo um extrato com 40 (m/m) % de Artepillin C. Apds a obtencéo do extrato
supercritico, este foi purificado utilizando coluna cromatografica de silica-gel,

obtendo-se rendimento e purificagdo de produto de 95 (m/m) % em Artepillin C.

As duas extracOes foram realizadas com aproximadamente 5 gramas de
prépolis bruta misturados a esferas de vidro. O co-solvente, na porcentagem de 10
(m/m) % foi adicionado sobre a prépolis bruta ja acondicionada dentro do extrator.
A temperatura utilizada nos experimentos de extracao supercritica foi de 35 T,
pressdo de 200 bar e adicdo de 10 % de co-solvente. As condicdes operacionais
utilizadas referem-se ao ponto central das condi¢cdes de extragcdo com a propolis
bruta.

O extrato era coletado em frascos de vidro ambar manipulando-se a valvula
micrométrica. O tempo de extracao foi de trés horas e vazao de CO, foi mantida
em torno de 75 gCO2/h. A Tabela 4.16 apresenta o rendimento global (%) das
duas extragdes com diferentes co-solventes. O experimento PB-AE representa a
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extracdo supercritica com adicdo de 10 (m/m) % de acetato de etila como co-
solvente e PB-EtOH representa a extracao supercritica com adi¢cao de 10 (m/m) %

de etanol como co-solvente.

Tabela 4.16. Condicbes experimentais e rendimento global (X,) obtidos nas extracbes

com diferentes co-solventes.

_ T Pressdao Densidade Co-solvente Tempo X, Despressurizacdo
Experimento

[C] [bar]  [kg/lem’] [%] [l 1% [9]
PB-AE 35 200 866,1 10 3 792 0,0093
PB-EtOH 35 200 866,1 10 3 715 0,0174

* Angus et al. (1976).

** Xo = (kg extrato/kg de matéria-prima)*100 (% base seca), valores médios de friplicatas de
extracoes.

Despressurizagao: representa a quantidade de extrato obtido na despressurizagéo do sistema.

Pode-se observar na Tabela 4.16 que o rendimento global das extracdes
utilizando acetato de etila e etanol como co-solventes ndo apresentou diferenga
significativa. O ensaio PB-AE apresentou 7,92 % de rendimento global e o ensaio
PB-EtOH rendimento global de 7,15 %.

Comparando-se a Tabela 4.13 com a Tabela 4.16 pode-se observar que o
rendimento da amostra PB-9, na qual utilizou 10 % de etanol como co-solvente foi
muito superior aos rendimentos obtidos nas mesmas condi¢cdes de temperatura,
pressdo e porcentagem de co-solvente das amostras PB-AE e PB-EtOH. O
experimento PB-9 apresentou rendimento global de 37,47 %, ja os experimentos
PB-AE e PB-EtOH apresentaram 7,92 % e 7,15 %, respectivamente. Os 10 % de
co-solvente foram adicionados diretamente sobre a prépolis bruta, procedimento
diferente ao utilizado para o experimento PB-9. O etanol e acetato de etila como
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co-solventes favorecerdao apenas o inicio da extracdo, enquanto encontram-se no

leito de extragéo.

A Tabela 4.17 apresenta as concentragdes dos extratos obtidos através da
extragdo supercritica da prépolis bruta utilizando 10 % de etanol e 10 % de acetato

de etila como co-solventes.

Tabela 4.17. Concentragdo dos 4 marcadores do extrato supercritico utilizando 10 % de
adicao de co-solvente.

Artepillin C PHCA p-cumarico Canferide TOTAL

[mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [mg/g]

PB-AE 34,56 2,06 0,98 3,67 41,27
PB-EtOH 30,47 1,46 0,70 48,20 80,83

Pode-se observar na Tabela 4.17 a concentragdo de Artepillin C no
experimento PB-AE foi de 34,56 mg/g e a concentracdo no extrato do experimento
PB-EtOH foi de 30,47 mg/g, ou seja a concentracao de Artepillin C na amostra PB-
AE foi aproximadamente 11 % superior.

Para os demais compostos a amostra PB-AE também apresentou maiores
concentracdes dos compostos analisados, com excecdo para o canferide o qual
apresentou concentracdo bem superior quando se utilizou etanol como co-

solvente.

Para estas duas extracdes nao foram analisadas as atividades antioxidante

e antimicrobiana dos extratos.
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4.9 Analise quimiométrica

A quimiometria, através do PCA, foi utilizada para correlacionar os tipos de
extracdo os quais a prépolis foi submetida e as variaveis relacionadas, que sao
elas: rendimento de extracao, composicao em mg/qg, frente aos quatro marcadores
selecionados (Artepilin C, &cido 3-prenil-4-hidroxicinamico, p-cumarico e

canferide) e atividade antioxidante, com os valores expressos em termos de EDs.

A Figura 4.18 apresenta similaridades ou diferencas apresentadas pelas
amostras em funcado das variaveis e a Figura 4.18 apresenta as variaveis que
foram analisadas através da quimiometria, que contribuem para a separacao das

amostras observadas na Figura 4.18.

A Tabela 4.18 apresenta a codificacao que foi utilizada para a analise de
PCA.
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Tabela 4.18. Variaveis analisadas no PCA e codificagdes que foram utilizadas para a andlise quimiométrica.

T P Co-solvente REND  Ac. 3,5-diprenil- Ac. 3-prenil- Ac. p-cumarico Canferide DPPH
cODIGO Numero 4-hidroxicindmico  4-hidroxicindmico
[C] [bar] [%] (%] [mg/g] [mg/g] [mg/g] [malal  £p 5
DHCA PHCA P-CUM KAEMP

C-1 1 20 150 0 11,90 47,68 4,34 4,86 3,69 13,87
c-2 2 20 200 0 12,18 44,72 3,72 3,73 2,59 9,99
C-3 3 20 250 0 12,37 47,87 4,62 4,94 1,76 7,91
C-4 4 35 150 0 13,35 45,62 4,85 3,35 2,88 19,32
C-5 5 35 200 0 14,91 4510 3,58 3,58 2,74 16,13
C-6 6 35 250 0 15,36 51,14 5,12 5,84 3,80 19,45
c-7 7 50 150 0 12,32 40,97 4,60 3,37 4,76 11,01
Cc-8 8 50 200 0 14,75 48,80 4,38 4,50 4,09 11,57
C-9 9 50 250 0 17,95 52,38 7,43 5,73 9,34 13,36
CS-1 10 20 150 5 82,05 26,92 12,98 23,49 10,57 16,13
CcSsS-2 11 20 250 5 79,04 31,31 11,68 22,30 1,95 15,01
CS-3 12 20 150 15 96,39 18,39 5,21 9,53 2,67 16,04
CS-4 13 20 250 15 100,00 4,87 0,90 0,00 0,00 16,14
CS-5 14 50 150 5 81,22 30,07 6,17 13,63 0,00 14,56
CS-6 15 50 250 5 100,00 6,45 1,67 0,33 0,00 15,86
CS-7 16 50 150 15 100,00 17,55 4,96 8,69 2,22 17,93
CS-8 17 50 250 15 100,00 6,97 1,59 0,75 3,71 16,00
CS-9 18 35 200 10 100,00 15,11 3,31 9,61 2,80 16,50
Pb - 1 19 20 150 5 18,47 29,58 9,33 16,25 0,88 16,63
Pb -2 20 50 150 5 20,30 12,34 0,97 1,85 0,97 13,55
Pb-3 21 20 250 5 20,06 29,00 8,79 15,43 0,00 15,81
Pb - 4 22 50 250 5 27,83 19,42 2,52 4,33 0,71 16,79
Pb-5 23 20 150 15 38,95 2,27 1,25 0,72 0,00 14,03
Pb -6 24 50 150 15 4214 36,57 15,29 27,10 11,92 17,99
Pb-7 25 20 250 15 40,83 2,54 1,66 1,68 0,00 15,57
Pb-8 26 50 250 15 51,34 12,76 2,86 4,23 0,00 12,53
Pb-9 27 35 200 10 37,47 52,02 10,81 23,72 44,38 13,77
Pb-10 28 20 150 0 3,29 20,41 1,35 1,89 24,86 22,47
Pb - 11 29 50 150 0 3,50 0,82 0,17 0,13 1,15 27,07
Pb-12 30 20 250 0 4,03 24,63 2,09 2,87 29,48 19,30
Pb-13 31 50 250 0 7,30 57,81 1,88 1,82 0,00 16,80
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C: extracdo supercitica realizada a partir do EEP.
CS: extragdo supercitica realizada a partir do EEP com a adi¢do de etanol como co-solvente
PB: extragd@o supercritica realizada a partir da propolis bruta, com ou sem adigao de etanol como co-solvente.
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Figura 4.18. Gréfico dos escores: PC1 X PC2, representando as analises das amostras

submetidas a diferentes tipos de extracao.

Na Figura 4.18, extracao C representa as extracdes supercriticas feitas a
partir do extrato etandlico de propolis seco nas temperaturas de 20 C, 35 € e 50
T, pressoes de 150, 200 e 250 bar. Extracao CS rep resenta o grupo de extracoes
supercriticas feitas a partir do extrato etandlico de propolis seco nas mesmas
condi¢cdes de temperatura e pressao citado anteriormente e adicao de etanol como
co-solvente nas proporcoes de 5, 10 e 15 %. Extracdo Pb sao relativas a extragéao
supercritica da prépolis bruta nas condicées de temperatura de 20, 35 e 50C,
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pressées de 150, 200 e 250 bar, com adicdo de etanol como co-solvente nas

proporcoes de 0, 5, 10 € 15 %.

08 T | T T | T | T |
0.6 - ® REND i
mPHCA
0.4 .
T p-cumarico
0.2+ -
o
Q
o mED 50
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Figura 4.19. Grafico dos Loading: PC1 X PC2, onde pode ser visualizada as variaveis que
contribuem para a separacao das amostras na Figura 4.17.

A partir da Figura 4.18 pode-se observar que os diferentes tipos de extracao
foram divididos em trés grandes grupos (G1, G2 e G3). O G1 é composto
principalmente da extracao supercritica do EEPS e da proépolis bruta sem adigéao
de co-solvente. Este grupo apresentou baixo rendimento global de extragéo,

porém apresentou maior concentracao de Artepillin C e canferide.

Os grupos G2 e G3, os quais representam a extracao supercritica a partir
do extrato etandlico de prépolis com adicdo de co-solvente e a extracao
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supercritica a partir da prépolis bruta com adicao de co-solvente apresentaram

valores maiores de EDsy e maores rendimentos de extracao.

Através da comparacao entre a Figura 4.18 e da Figura 4.19, pode-se
observar que os ponto 24 e 27 apresentaram diferengas entre si e com o restante
das amostras que pertecem ao mesmo grupo. O ponto 24 apresenta maior
concentracdo de acido 3-prenil-4-hidroxicindmico e p-cumarico, enquanto a

amostra 27 apresenta maior concentracao de Artepillin C e canferide.

Avaliando os pontos 10, 11 e 18 pode-se observar que os pontos 10 e 11
sdo muito semelhantes entre si, j& o ponto 18 difere na concentracdo de Artepillin

C, que é significativamente inferior e o rendimento de extragdo € superior.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

Uma das areas mais ascendentes da Engenharia de Alimentos e Quimica
na atualidade € a tecnologia com fluidos supercriticos. As taxas de crescimento
das publicacdes cientificas, congressos, patentes e o aumento de grupos de
pesquisas espalhados pelo mundo confirmam este fato.

Neste trabalho foram apresentados estudos sobre a extracdo supercritica a
partir do extrato etandlico de propolis e da propolis bruta, utilizando ou ndo etanol
como co-solvente.

O extrato etandlico de propolis a partir da prépolis bruta apresentou um
rendimento médio de 39,45 % e a andlise antioxidante do extrato etandlico de
prépolis seco (EEPS), através do método de sequestro do DPPH, mostrou que o
extrato apresenta alta atividade antioxidante, ou seja, EDsy de 7,58 ug/mL.

Foram realizados experimentos de extracdo supercritica a partir do extrato
etandlico de prépolis nas condi¢cées de temperatura de 20 C, 35 C e 50 T e
pressoes de 150, 200 e 250 bar. O maior rendimento total foi obtido na condicéo
de 50 € e 250 bar. A concentracao de Artepilin C ndo varia muito com a
temperatura e pressao de extracao, quando comparado com o EEPS de partida.

O experimento de extracao supercritica a partir do EEPS nas condicbes de
20 T e 250 bar apresentou alta atividade antioxida nte, cerca de 7,91 ug/mL, muito
préximo ao valor obtido para o EEPS. Na pressdo de 200 bar, o extrato obtido
também apresentou alta atividade antioxidante frente as demais amostras.

As curvas de extragdo obtidas com os resultados experimentais
descreveram comportamento semelhante ao obtido por diversos autores que
trabalharam com fluidos pressurizados, ou seja, as curvas de extracdo possuem
trés fases distintas, uma de taxa constante de extracdo, uma etapa decrescente e

a outra etapa nula.
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A extracao supercritica a partir do extrato etandlico de propolis com adicao
de 5, 10 e 15 % nao apresentou resultados satisfatérios. Com a adi¢do de 15 % de
co-solvente a extracdo foi de praticamente 100 %, ou seja, ndo se obteve
fracionamento do extrato etandlico de propolis. Neste caso, seria aconselhavel a
utilizacdo de menores teores de co-solvente.

Foram realizados extragbes supercriticas a partir da prépolis bruta nas
condicoes de 20 C, 35 € e 50 C, pressdes de 150, 200 e 250 bar e adi¢ao de 0,
5, 10 e 15 % de etanol como co-solvente. Como a prépolis possui grande
afinidade com o etanol, os maiores rendimentos de extracdo foram os
experimentos que utilizaram 15 % de co-solvente, ou seja o etanol ajuda a
solubilizar os compostos presente na prépolis. O melhor resultado de atividade
antioxidante dos extratos obtidos com adicao de 15 % de etanol como co-solvente
foi na extracédo feita nas condicées de 50 °C, 250 bar e adicdo de 15 % de co-
solvente, que apresentou o maior rendimento global, de 51,34 % e menor EDs
(12,53 ug/mL).

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) permitiu a
identificacdo e confirmacao da presencga dos 4 marcadores selecionados, Artepillin
C, PHCA, p-cumarico e canferide. O Artepillin C € um dos responsaveis pela
atividade antioxidante dos extratos etandlicos de propolis.

Foram avaliadas a atividade antimicrobiana contra trés microorganismos:
uma bactéria Gram positiva, S. aureus, uma bactéria Gram negativa: E. coli e
uma levedura: C. albicans para todos os extratos obtidos neste trabalho. Nao se
verificou atividade antimicrobiana contra C. albicans e E. coli em nenhum extrato
analisado.

O extrato etandlico de propolis seco (EEPS) apresentou halo de inibicdo de
10 mm frente a S. aureus. As extracbes supercriticas realizadas a partir do EEPS,
nas condicoes de 35 T, 200 bar e 50 € e 250 bar de pressdo, também
apresentaram 10 mm de halo de inibicao frente ao S. aureus e a concentragao de
Artepillin C destes extratos foi alta.
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Os extratos supercriticos obtidos a partir da propolis bruta néao
apresentaram inibicao contra S. aureus, porém os extratos supercriticos obtidos a
partir da prépolis bruta nas condicoes de temperatura de 20 €, 200 bar de
pressao e 10 % de adicao de etanol como co-solvente, que correspondia ao ponto
central das extracdes, apresentaram fraca atividade antimicrobiana frente ao S.
aureus.

Dentro das faixas de temperatura, pressdao e porcentagem de co-solvente
investigadas neste trabalho, os resultados de fracionamento utilizando CO,-SC
nao apresentaram vantagens em termos de concentrar os compostos analisados,
atividade antioxidante e antimicrobiana quando comparados com o extrato

etandlico de prépolis seco.
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CAPITULO 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Empregar pressdées mais elevadas com o objetivo de obter um possivel
aumento de concentragéo do Artepillin C.

Fazer anadlises de fendis e flavondides totais e verificar se existe correlacéo

com a atividade antioxidante e antimicrobiana.

Utilizar menos de 5 % de co-solvente nas extracdes supercriticas para
fracionar a propolis, pois a baixas concentragdes pode-se obter fragdes que

sejam interessantes.
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ANEXO A

ANEXO A - Estrutura quimica de alguns compostos encontrados na prépolis

de origem brasileira com alguma propriedade bioldgica

N COOH

HO

Artepillin C

Canferide

COOH

HO

_ OH
Acido cafeico

COOH

HO

Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico

COOCOH

Acido p-cumarico

COOH

H3CO

OH

Acido ferulico
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OMe

Canferol

Acido. 2,2-dimethil-8-prenil-2H-1-benzopiran-
6-propenoico
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ANEXO B

ANEXO B — RESULTADOS EXPERIMENTAIS

B.1 Determinacao de rendimento total (X,) da extracao supercritica do extrato

etandlico de prépolis seco (EEPS) em diferentes temperaturas, pressoes.

Tabela B.1.1. Corrida 1: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 150 bar.

Tempo Massa CO», Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] la] la] la] [%]

0 0,00 0,000 = 0,00 0,000 = 0,00 0,00 + 0,00
10 14,54 0,037 £ 0,02 0,037 £ 0,02 1,82 £0,67
20 29,07 0,044 + 0,01 0,072 + 0,01 3,67 £0,25
30 43,61 0,037 £+ 0,01 0,100 + 0,01 5,15+0,83
40 58,15 0,027 £ 0,01 0,126 + 0,01 6,51 + 1,08
50 72,68 0,020 £ 0,01 0,141 £ 0,01 7,28 +1,36
60 87,22 0,018 £ 0,01 0,154 + 0,01 7,96 £ 1,38
80 116,29 0,022 + 0,00 0,176 + 0,01 9,08 £1,52
100 145,37 0,015+ 0,00 0,191 £ 0,02 9,86 + 1,80
120 174,44 0,010 £ 0,00 0,201 £ 0,02 10,39 +1,97
140 203,51 0,010 £ 0,00 0,211 £ 0,02 10,89 +2,19
160 232,58 0,006 0,00 0,216 £ 0,02 11,19 +2,38
180 261,66 0,015 + 0,02 0,231 £ 0,02 11,90 + 2,07

Tabela B.1.2. Corrida 2: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 <C, 200 bar.

Tempo Massa CO», Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]

0 0,00 0,000 + 0,00 0,000 + 0,00 0,00 + 0,00
10 14,90 0,033 £ 0,01 0,033 £ 0,01 1,75 +£0,58
20 29.81 0,042 £ 0,01 0,076 + 0,00 4,07 £ 0,22
30 44,71 0,028 + 0,00 0,104 + 0,01 5,58 + 0,39
40 59,62 0,024 + 0,01 0,128 + 0,01 6,89 + 0,69
50 74,52 0,018 £ 0,00 0,146 + 0,01 7,86 + 0,85
60 89,42 0,014 £ 0,00 0,160 £ 0,02 8,62 +1,03
80 119,23 0,021 £ 0,00 0,181 +0,02 9,77 £1,19
100 149,04 0,016 + 0,00 0,197 £ 0,02 10,63 + 1,29
120 178,85 0,036 = 0,04 0,207 £ 0,02 11,17+ 1,34
140 208,66 0,010 £ 0,00 0,217 £ 0,02 11,69 + 1,37
160 238,46 0,007 £ 0,00 0,223 + 0,02 12,04 £ 1,40
180 268,27 0,003 + 0,00 0,226 + 0,02 12,18 £ 1,29
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Tabela B.1.3. Corrida 3: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 250 bar.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]

0 0,0 0,000 0,00 0,000 = 0,00 0,00 + 0,00
10 15,2 0,030 + 0,00 0,030 + 0,00 1,56 + 0,09
20 30,4 0,050 + 0,00 0,080 + 0,00 419+0,02
30 45,6 0,035 £ 0,01 0,116 £ 0,01 6,03 + 0,32
40 60,8 0,028 + 0,00 0,144 £ 0,00 7,50 + 0,04
50 76,0 0,019 £ 0,00 0,162 + 0,00 8,47 + 0,07
60 91,2 0,018 £ 0,00 0,180 + 0,00 9,38 + 0,20
80 121,6 0,021 £ 0,01 0,201 £ 0,01 10,49 + 0,55
100 152,0 0,013 £ 0,00 0,214 £ 0,01 11,16 £ 0,73
120 182,4 0,009 + 0,00 0,222 + 0,01 11,60 + 0,96
140 2129 0,005 +£0,00 0,227 + 0,01 11,84 +1,07
160 243,3 0,005 + 0,00 0,232 £ 0,02 12,11 £ 1,13
180 273,7 0,005 + 0,00 0,237 £ 0,02 12,37 +1,37

Tabela B.1.4. Corrida 4: Ensaio de determinacao de rendimento total a 35 C, 150 bar.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] gl [%]

0 0,00 0,000 + 0,00 0,000 + 0,00 0,00 + 0,00
10 14,54 0,033 £ 0,00 0,033 £ 0,00 1,88 £ 0,01
20 29,07 0,039 £ 0,01 0,071 £ 0,01 4,12+0,76
30 43,61 0,028 = 0,00 0,100 0,02 5,74 + 1,05
40 58,15 0,022 + 0,00 0,121 £ 0,01 6,98 + 0,98
50 72,68 0,018 £ 0,00 0,139 £ 0,02 7,99 £1,07
60 87,22 0,014 £ 0,00 0,152 £ 0,02 8,78 +1,14
80 116,29 0,023 £ 0,00 0,176 £ 0,01 10,12 + 1,00
100 145,37 0,016 £+ 0,01 0,192 + 0,01 11,06 + 0,64
120 174,44 0,013 £ 0,00 0,201 £ 0,00 11,58 + 0,37
140 203,51 0,100 £ 0,01 0,214 £ 0,00 12,32 + 0,36
160 232,58 0,009 £ 0,00 0,223 + 0,00 12,86 + 0,18
180 261,66 0,009 + 0,00 0,232 £ 0,00 13,35 0,02

167



ANEXO B

Tabela B.1.5. Corrida 5: Ensaio de determinacao de rendimento total a 35 C, 200 bar.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] gl [al lal [%]

0 0,00 0,000 0,00 0,000 = 0,00 0,00 + 0,00
10 14,90 0,037 £ 0,02 0,037 £ 0,02 1,96 £ 0,76
20 29,81 0,040 £ 0,01 0,081 + 0,01 4,36 +0,22
30 44.71 0,032 + 0,00 0,113 £ 0,01 6,07 £ 0,11
40 59,62 0,027 £ 0,00 0,139 £ 0,01 7,51 +£0,08
50 74,52 0,020 + 0,00 0,159 + 0,01 8,57 + 0,05
60 89,42 0,015+ 0,00 0,174 + 0,01 9,37 £ 0,15
80 119,23 0,029 + 0,00 0,203 £ 0,01 10,95 + 0,08
100 149,04 0,017 £ 0,00 0,220 + 0,01 11,88 £ 0,00
120 178,85 0,018 £ 0,00 0,238 + 0,01 12,87 £ 0,20
140 208,66 0,014 £ 0,00 0,253 + 0,01 13,63 £ 0,24
160 238,46 0,014 £0,00 0,267 £ 0,01 14,40 £ 0,13
180 268,27 0,010 £ 0,00 0,276 + 0,01 14,91 + 0,06

Tabela B.1.6. Corrida 6: Ensaio de determinacao de rendimento total a 35 C, 250 bar.

Tempo Massa CO», Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] la] la] la] [%]

0 0,00 0,000 = 0,00 0,000 = 0,00 0,00 + 0,00
10 15,20 0,043 £ 0,01 0,043 + 0,01 2,11 +£0,05
20 30,41 0,053 £ 0,01 0,096 £ 0,00 4,78 +0,78
30 45,61 0,039 + 0,00 0,135+ 0,00 6,70 + 1,08
40 60,82 0,027 £ 0,01 0,162 + 0,01 8,02 + 0,95
50 76,02 0,030 £ 0,01 0,184 + 0,01 9,14 + 0,87
60 91,22 0,019 £ 0,01 0,203 £ 0,02 10,04 £+ 0,76
80 121,63 0,031 £ 0,00 0,234 + 0,02 11,59 + 0,88
100 152,04 0,029 + 0,01 0,263 + 0,03 13,00 £ 0,70
120 182,45 0,015+ 0,00 0,279 0,03 13,76 £ 0,73
140 212,86 0,012+ 0,00 0,290 + 0,04 14,32 + 0,65
160 243,26 0,015+ 0,00 0,305 + 0,04 15,04 £ 0,67
180 273,67 0,007 £ 0,01 0,312 £0,04 15,36 + 0,40
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Tabela B.1.7. Corrida 7: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 150 bar.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] g gl gl [%]

0 0,00 0,000 = 0,00 0,000 0,00 0,00 + 0,00
10 14,54 0,058 + 0,01 0,043 + 0,01 2,11 +£0,05
20 29,07 0,052 + 0,01 0,096 + 0,00 4,78 +0,78
30 43,61 0,036 + 0,00 0,135+ 0,00 6,70 + 1,08
40 58,15 0,028 + 0,01 0,162 £ 0,01 8,02 + 0,95
50 72,68 0,023 + 0,01 0,184 + 0,01 9,14 +0,87
60 87,22 0,019 + 0,01 0,203 + 0,02 10,04 £ 0,76
80 116,29 0,031 £ 0,00 0,234 £ 0,02 11,59 + 0,88
100 145,37 0,029 + 0,01 0,263 + 0,03 13,00 £ 0,70
120 174,44 0,015+ 0,00 0,279 + 0,03 13,76 £+ 0,73
140 203,51 0,012 £0,00 0,290 = 0,04 14,32 £ 0,65
160 232,58 0,015+0,00 0,305 + 0,04 15,04 + 0,67
180 261,66 0,007 + 0,01 0,312 £ 0,04 15,36 + 0,40

Tabela B.1.8. Corrida 8:Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 200 bar.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] gl [%]

0 0,00 0,000 + 0,00 0,000 + 0,00 0,00 + 0,00
10 14,90 0,046 + 0,00 0,046 + 0,00 2,35+0,13
20 29.81 0,046 = 0,00 0,090 + 0,00 4,64 +0,28
30 44.71 0,030 = 0,00 0,122 £ 0,00 6,29 + 0,34
40 59,62 0,026 + 0,00 0,148 + 0,01 7,63 +0,50
50 74,52 0,020 + 0,00 0,168 + 0,01 8,66 + 0,57
60 89,42 0,016 = 0,00 0,184 £ 0,01 9,48 £ 0,53
80 119,23 0,027 £ 0,00 0,211 £0,01 10,87 + 0,66
100 149,04 0,021 £ 0,00 0,232 + 0,01 11,97 + 0,66
120 178,85 0,016 + 0,00 0,248 + 0,01 12,79 £ 0,75
140 208,66 0,016 £ 0,00 0,265 + 0,02 13,62 + 0,89
160 238,46 0,013 +0,00 0,277 £ 0,02 14,28 + 0,96
180 268,27 0,009 0,00 0,286 + 0,02 14,75 +0,97
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Tabela B.1.9. Corrida 9: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 250 bar.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]

0 0,00 0,000 = 0,00 0,000 = 0,00 0,00 + 0,00
10 15,20 0,048 + 0,00 0,0481+ 0,00 2,52 +0,08
20 30,41 0,054 + 0,00 0,102 + 0,00 5,36 + 0,27
30 45,61 0,039 £ 0,00 0,142 £ 0,00 7,41 +£0,28
40 60,82 0,030 0,01 0,171 £0,00 8,98 + 0,67
50 76,02 0,025 + 0,00 0,196 + 0,00 10,28 + 0,79
60 91,22 0,020 + 0,00 0,216 + 0,00 11,32 £ 0,91
80 121,63 0,034 + 0,01 0,250 £ 0,01 13,10 + 1,36
100 152,04 0,027 £ 0,00 0,276 £ 0,01 14,50 + 1,60
120 182,45 0,020 + 0,00 0,297 + 0,01 15,56 + 1,62
140 212,86 0,020 £ 0,00 0,316 £ 0,01 16,60 + 1,63
160 243,26 0,016 £ 0,01 0,332 + 0,01 17,42 + 1,98
180 273,67 0,010 £ 0,00 0,342 £ 0,02 17,95 + 2,17
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ANEXO B

B.1.2 Cromatogramas obtidos por HPLC das extracoes supercriticas dos
extratos etandlicos de prépolis seco
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Figura B.1.2.1. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente a Corrida 1.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.2. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente a Corrida 2.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.3. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente a Corrida 3.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.4. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente a Corrida 4.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.5. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente a Corrida 5.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.6. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente a Corrida 6.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.7. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente a Corrida 7.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.8. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente a Corrida 8.
(1: &cido p-cumarico; 2: &cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.1.2.9. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente a Corrida 9.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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ANEXO B

B.2 Determinacdao de rendimento total (X,) da extracdao supercritica do extrato
etandlico de prépolis seco (EEPS) em diferentes temperaturas, pressoes e

concentracao de co-solvente.

B.2.1. CS-1: Ensaio de determinagéo de rendimento total a 20 C, 150 bar e 5 % de etanol
como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] ] la la [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 22,05 0,472 0,472 25,58
30 4410 0,509 0,980 53,15
45 66,15 0,100 1,080 58,58
60 88,20 0,072 1,152 62,45
90 132,30 0,091 1,242 67,39
120 176,40 0,098 1,340 72,68
150 220,50 0,092 1,433 77,69
180 264,60 0,080 1,513 82,05

B.2.2. CS-2: Ensaio de determinacao de rendimento tal a 20 C, 250 bar e 5 % de etanol

como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 21,00 0,183 0,183 8,29
30 42,00 0,142 0,325 14,75
45 63,00 0,154 0,478 21,73
60 84,00 0,151 0,630 28,59
90 126,00 0,295 0,925 42,00
120 168,00 0,306 1,231 55,90
150 210,00 0,271 1,502 68,19
180 252,00 0,239 1,740 79,04
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B.2.3. CS-3: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 150 bar e 15 % de

etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 19,65 0,161 0,161 7,78
30 39,30 0,229 0,389 18,83
45 58,95 0,278 0,668 32,27
60 78,60 0,421 1,089 52,62
90 117,90 0,403 1,492 72,10
120 157,20 0,215 1,707 82,50
150 196,50 0,152 1,858 89,83
180 235,80 0,136 1,994 96,39

B.2.4. CS-4: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 250 bar e 15 % de

etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 18,75 0,782 0,782 40,33
30 37,50 0,163 0,945 48,72
45 56,25 0,176 1,121 57,80
60 75,00 0,279 1,408 72,20
90 112,50 0,219 1,619 83,47
120 150,00 0,114 1,733 89,34
150 187,50 0,106 1,839 94,81
180 225,00 0,101 1,940 100,00
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B.2.5. CS-5: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 150 bar e 5 % de

etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 22,05 0,228 0,228 11,63
30 44,10 0,160 0,388 19,77
45 66,15 0,158 0,546 27,82
60 88,20 0,167 0,712 36,33
90 132,30 0,245 0,957 48,82
120 176,40 0,237 1,194 60,90
150 220,50 0,201 1,396 71,16
180 264,60 0,197 1,593 81,22

B.2.6. CS-6: Ensaio de determinagao de rendimento total a 50 C, 250 bar e 5 % de etanol

como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 21,00 0,818 0,818 46,09
30 42,00 0,130 0,948 53,42
45 63,00 0,140 1,088 61,33
60 84,00 0,140 1,228 69,22
90 126,00 0,192 1,420 80,06
120 168,00 0,145 1,565 88,24
150 210,00 0,117 1,683 94,85
180 252,00 0,091 1,774 100,00
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B.2.7. CS-7: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 150 bar e 15 % de

etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [d] [d] [d] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 19,65 0,088 0,089 4,79
30 39,30 0,159 0,248 13,38
45 58,95 0,238 0,485 26,24
60 78,60 0,350 0,835 45,14
90 117,90 0,475 1,310 70,81
120 157,20 0,288 1,598 86,36
150 196,50 0,152 1,750 94,59
180 235,80 0,100 1,850 100,00

B.2.8. CS-8: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 250 bar e 15 % de

etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [d] [d] [d] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,0000
15 18,75 0,175 0,175 9,8982
30 37,50 0,276 0,451 25,5034
45 56,25 0,371 0,821 46,4593
60 75,00 0,311 1,132 64,0328
90 112,50 0,305 1,437 81,2952
120 150,00 0,174 1,611 91,1256
150 187,50 0,092 1,703 96,3009
180 225,00 0,0656 1,768 100,0000
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B.2.9. CS-9: Ensaio de determinacao de rendimento total em triplicata a 35 C, 200 bar e 10 % de

etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa pontual Massa Acumulada Rend
[min] [a] [a] [a] [%]
0 0,00 0,000 + 0,00 0,000 + 0,00 0,00 £ 0,00
15 20,25 1,320 £ 0,01 1,320 + 0,01 70,87 £ 0,11
30 40,50 0,753 + 0,00 1,409 £ 0,00 75,67 £ 0,75
45 60,75 0,815 + 0,01 1,520 £ 0,01 81,59 £ 0,05
60 81,00 0,856 + 0,00 1,610 £ 0,00 86,46 + 0,84
90 121,50 0,891 + 0,01 1,697 £ 0,01 91,09 £ 0,35
120 162,00 0,920 + 0,00 1,765 £ 0,00 94,77 £ 1,01
150 202,50 0,930 + 0,00 1,814 £ 0,00 97,38 £ 0,76
180 243,00 0,956 + 0,02 1,863 £ 0,02 100,00 + 0,01
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ANEXO B

B.2.1 Cromatogramas obtidos por HPLC das extracoes supercriticas dos extratos
etandlicos de propolis seco utilizando etanol como co-solvente
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Figura B.2.1.1. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-1.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.2. Cromatograma do extrato de prépolis referente ao experimento CS-2.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.3. Cromatograma do extrato de prépolis referente ao experimento CS-3.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.4. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-4.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.5. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-5.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.6. Cromatograma do extrato de prépolis referente ao experimento CS-6.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.7. Cromatograma do extrato de prépolis referente ao experimento CS-7.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)

1
T

wLTE
=

25

20

Ab=orbance (ALD
n

0z

oo

Retention time (mim)

Figura B.2.1.8. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-8.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.9. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F1.
(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.10. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F2.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.11. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F3.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.12. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F4.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.13. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F5.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.14. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F6.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.15. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F7.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.2.1.16. Cromatograma do extrato de propolis referente ao experimento CS-9 F8.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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ANEXO B

B.3 Ensaios de determinacao de rendimento total (X,) da extracao supercritica da
prépolis bruta em diferentes temperaturas, pressées e concentracdo de co-

solvente.

Tabela B.3.1. PB-1: Ensaio de determinacdo de rendimento total a 20 C, 150 bar e 5 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] ] ] ] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,0
15 22,05 0,033 0,033 0,65
30 44,10 0,086 0,118 2,35
45 66,15 0,085 0,204 4,04
60 88,20 0,093 0,297 5,89
90 132,30 0,189 0,486 9,63
120 176,40 0,192 0,678 13,45
150 220,50 0,141 0,819 16,25
180 264,60 0,112 0,932 18,47

Tabela B.3.2. PB-2: Ensaio de determinacdo de rendimento total a 50 C, 150 bar e 5 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [g] [a] [a] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 22,05 0,295 0,295 5,80
30 44,10 0,093 0,389 7,62
45 66,15 0,053 0,441 8,65
60 88,20 0,086 0,527 10,34
90 132,30 0,147 0,674 13,22
120 176,40 0,139 0,812 15,94
150 220,50 0,119 0,931 18,27
180 264,60 0,103 1,034 20,30
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Tabela B.3.3. PB-3: Ensaio de determinacdo de rendimento total a 20 C, 250 bar e 5 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [g] [g] [g] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 21,00 0,028 0,028 0,56
30 42,00 0,062 0,090 1,79
45 63,00 0,084 0,174 3,47
60 84,00 0,134 0,308 6,14
90 126,00 0,239 0,547 10,91
120 168,00 0,168 0,715 14,26
150 210,00 0,161 0,876 17,48
180 252,00 0,130 1,006 20,06

Tabela B.3.4. PB-4: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 <C, 250 bar e 5 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [q] [g] [g] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 21,00 0,400 0,400 8,00
30 42,00 0,081 0,482 9,63
45 63,00 0,115 0,597 11,93
60 84,00 0,104 0,701 14,01
90 126,00 0,232 0,933 18,64
120 168,00 0,220 1,153 23,04
150 210,00 0,158 1,311 26,20
180 252,00 0,082 1,392 27,83
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Tabela B.3.5. PB-5: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 150 bar e 15 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [q] [q] [a] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 19,65 0,110 0,110 2,14
30 39,30 0,168 0,278 5,42
45 58,95 0,384 0,662 12,88
60 78,60 0,403 1,065 20,73
90 117,90 0,535 1,600 31,15
120 157,20 0,240 1,840 35,81
150 196,50 0,107 1,947 37,89
180 235,80 0,054 2,001 38,95

Tabela B.3.6. PB-6: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 150 bar e 15 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend

[min] [q] [g] [g] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 19,65 0,215 0,215 4,05
30 39,30 0,166 0,381 7,17
45 58,95 0,224 0,605 11,38
60 78,60 0,352 0,957 18,01
90 117,90 0,732 1,689 31,79
120 157,20 0,352 2,041 38,41
150 196,50 0,151 2,192 41,25
180 235,80 0,047 2,239 42,14
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Tabela B.3.7. PB-7: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 250 bar e 15 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [g] [g] [g] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 18,75 0,145 0,145 2,87
30 37,50 0,149 0,294 5,82
45 56,25 0,428 0,722 14,31
60 75,00 0,446 1,168 23,15
90 112,50 0,546 1,714 33,99
120 150,00 0,193 1,907 37,81
150 187,50 0,099 2,007 39,79
180 225,00 0,053 2,059 40,83

Tabela B.3.8. PB-8: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 250 bar e 15 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [q] [g] [g] [%]
0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 18,75 0,130 0,130 2,52
30 37,50 0,227 0,357 6,93
45 56,25 0,407 0,765 14,82
60 75,00 0,556 1,320 25,60
90 112,50 0,757 2,077 40,27
120 150,00 0,349 2,426 47,04
150 187,50 0,164 2,590 50,22
180 225,00 0,056 2,648 51,34
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Tabela B.3.9. PB-9: Ensaio de determinagdo de rendimento total em triplicata a 35 C, 200

bar e 10 % de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [q] [a] [a] [%]

0 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,0 £ 0,00
15 20,25 0,16 £ 0,20 0,16 £ 0,20 3,15+ 4,08
30 40,50 0,11 £0,03 0,27 £0,23 5,43 + 4,65
45 60,75 0,20 £ 0,03 0,46 £ 0,26 9,09 £5,18
60 81,00 0,20 £ 0,05 0,66 + 0,31 13,12+6,19
90 121,50 0,46 + 0,01 1,12+0,32 22,29 + 6,41
120 162,00 0,34 £ 0,06 1,46 + 0,26 29,08 + 5,24
150 202,50 0,20+0,7 1,65+0,19 33,00 + 3,77
180 243,00 0,12 £ 0,01 1,77 £ 0,15 35,32 + 3,05

Tabela B.3.10. PB-10: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 150 bar e 0 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [g] (9] [g] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 23,25 0,028 0,028 0,54
30 46,50 0,027 0,055 1,07
45 69,75 0,019 0,074 1,44
60 93,00 0,088 0,082 1,60
90 139,50 0,022 0,110 2,15
120 186,00 0,018 0,129 2,51
150 232,50 0,017 0,145 2,83
180 279,00 0,024 0,169 3,29
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Tabela B.3.11. PB-11: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 150 bar e 0 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [g] [g] [g] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 23,25 0,022 0,022 0,43
30 46,50 0,035 0,057 1,10
45 69,75 0,013 0,070 1,36
60 93,00 0,011 0,081 1,57
90 139,50 0,031 0,112 2,17
120 186,00 0,037 0,149 2,88
150 232,50 0,008 0,157 3,04
180 279,00 0,024 0,181 3,50

Tabela B.3.12. PB-12: Ensaio de determinacao de rendimento total a 20 C, 250 bar e 0 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [q] [g] [g] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 22,20 0,059 0,059 1,15
30 44,40 0,038 0,097 1,89
45 66,60 0,017 0,115 2,24
60 88,80 0,016 0,130 2,55
90 133,20 0,016 0,147 2,87
120 177,60 0,021 0,167 3,27
150 222,00 0,015 0,182 3,56
180 266,40 0,024 0,206 4,03
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Tabela B.3.13. PB-13: Ensaio de determinacao de rendimento total a 50 C, 250 bar e 0 %

de etanol como co-solvente.

Tempo Massa CO, Massa Pontual Massa Acumulada Rend
[min] [g] [g] [g] [%]

0 0,00 0,000 0,000 0,00
15 22,20 0,062 0,062 1,19
30 44,40 0,039 0,101 1,94
45 66,60 0,053 0,154 2,96
60 88,80 0,038 0,192 3,68
90 133,20 0,067 0,258 4,96
120 177,60 0,057 0,315 6,05
150 222,00 0,036 0,352 6,75
180 266,40 0,029 0,381 7,30
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ANEXO B

B.3.1 Cromatogramas obtidos por HPLC das extracdes supercriticas da proépolis
bruta
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Figura B.3.1.1. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-1.

(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.2. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-2.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.3. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-3.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.4. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-4.

(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.5. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-5.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.6. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-6.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.7. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-7.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.8. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-8.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.9. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-9 F1.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.10. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F2.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.11. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F3.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.12. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F4.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.13. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F5.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.14. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F6.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.15. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F7.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.16. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-9 F8.
(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.17. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-10.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.18. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-11.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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Figura B.3.1.19. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-12.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)

“Pi=h
25 34 1 4
= ap 3
L 3
o 3
g 15
E 3
B 3
= -
a 10 e
= 3 2
. 3 3
SE
op g :
o 5 il 15 | * k| x | [t a0
Retention time (mim)

Figura B.3.1.20. Cromatograma do extrato supercritico de propolis referente ao
experimento PB-13.

(1: &cido p-cumarico; 2: 4cido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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B.3.2 Cromatogramas obtidos por HPLC das extracdes supercriticas da proépolis
bruta com 10% de acetato de etila e etanol como co-solvente.
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Figura B.3.2.1. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimento PB-AE.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicinamico; 3: canferide;4: Artepillin C)

e

5

20

Ab=sorbance (AL

05

AL

5 10 15 o e o x a = 0
Fetention time (min]

oo

o

Figura B.3.2.2. Cromatograma do extrato supercritico de prépolis referente ao
experimentoPB-EtOH.

(1: &cido p-cumarico; 2: acido 3-prenil-4-hidroxicindmico; 3: canferide;4: Artepillin C)
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ANEXO C

ANEXO C - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

C.1 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos obtidos da extracao
supercritica do extrato etandlico de propolis seco (EEPS)

Tabela C.1.1. Determinacao da Atividade Antioxidante do EEPS:

Concentracao Absorbancia [nm] %
0 0,3166 100,00
2 0,2725 86,07
4 0,1936 61,15
6 0,1468 46,37
10 0,0750 23,69
12 0,0540 17,06
14 0,0433 13,68
18 0,0379 11,97
20 0,0328 10,36

- METODO DOS MINIMOS QUADRADOS ATRAVES DA EQUAGAO DA RETA:

y=- 4,4903x + 84,057
x=(50-Db)/a

x= (50 - 84,057) / -4,4903
x=7,58

EDso = 7,58 pg/mL
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C.2 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir da extracao supercritica do

extrato etandlico de prépolis seco (EEPS):

Tabela C.2.1. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a Corrida 1 (T=20 C; P=150 bar) e Corrida 2 (T=20 <C;

P=200 bar):
20C
Concentragéo 150 bar 200 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,3087 100,00 0,3001 100,00
2 0,2863 92,74 0,2456 81,84
4 0,2465 79,85 0,2111 70,34
6 0,2333 75,57 0,1692 56,38
10 0,1700 55,07 y=-3.3139x + 95,95 0,1297 43,22 y=-3,732x + 87,281
12 0,1644 53,26 0,1049 34,96
14 0,1552 50,28 0,0950 31,66
18 0,1218 39,46 0,0731 24,36
20 0,0998 32,33 0,0655 21,83

Tabela C.2.2. Determinagao da Atividade Antioxidante referente a Corrida 3 (T=20 C; P=250 bar):

20C
Concentragao 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3444 100,00

2 0,269 78,11

4 0,2131 61,88

6 0,1660 48,20

10 0,0957 27,79 y=-4,014x + 81,75
12 0,0780 22,65

14 0,0648 18,82

18 0,0605 17,57

20 0,0536 15,56
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Tabela C.2.3. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a Corrida 4 (T=35 C; P=150 bar) e Corrida 5 (T=35 TC;

P=200 bar):
35<C
Concentracéao 150 bar 200 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,2781 100,00 0,3010 100,00
2 0,2712 97,52 0,2768 91,96
4 0,2560 92,05 0,2512 83,46
6 0,2251 80,94 0,2374 78,87
10 0,2039 73,32 y=-2,5893x + 100,02 0,2001 66,48 y=-2,8971x + 96,723
12 0,1842 66,24 0,1768 58,74
14 0,1743 62,68 0,1618 53,75
18 0,1488 53,51 0,1377 45,75
20 0,1426 51,28 0,1275 42,36

Tabela C.2.4. Determinagéo da Atividade Antioxidante referente a Corrida 6 (T=35 C; P=250 bar):

35T
Concentragao 250 bar
Absorbancia [nm] % Eg. Reta

0 0,2945 100,00

2 0,2764 93,85

4 0,2729 92,67

6 0,2455 83,36

10 0,2070 70,29 y= - 2,5479x + 99,548
12 0,1967 66,79

14 0,1984 67,37

18 0,1517 51,51

20 0,1501 50,97
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Tabela C.2.5. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a Corrida 7 (T=50 C; P=150 bar) e Corrida 8 (T=50 TC;

P=200 bar):
50 C
Concentracéao 150 bar 200 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,2915 100,00 0,3061 100,00
2 0,2541 87,17 0,2629 85,89
4 0,2223 76,26 0,2375 77,59
6 0,1828 62,71 0,2214 72,33
10 0,1384 47,48 y=- 3,8292x + 92,146 0,1447 47,27 y=-3,7267x + 93,119
12 0,1227 42,09 0,1256 41,03
14 0,1046 35,88 0,1197 39,10
18 0,0774 26,55 0,0830 27,12
20 0,0637 21,85 0,0834 27,25

Tabela C.2.6. Determinagao da Atividade Antioxidante referente a Corrida 9 (T=50 C; P=250 bar):

50 C
Concentragao 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3056 100,00

2 0,2642 86,45

4 0,2504 81,94

6 0,2350 76,90

10 0,1703 55,73 y=-3,3951x + 95,385
12 0,1603 52,45

14 0,1417 46,37

18 0,1067 34,91

20 0,0970 31,74
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C.3 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos obtidos da extracao supercritica do extrato etandlico de

prépolis seco (EEPS) e adicao de co-solvente

Tabela C.3.1. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a CS-1 (T=20 C; P=150 bar; 5 % co-solv ente), CS-3 (T=20

C; P=250 bar; 5 % co-solvente):

20 € /5 % co-solvente
Concentracéao 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,2868 100,00 0,2992 100,00

2 0,2782 97,00 0,2705 90,41

4 0,2488 86,75 0,257 85,9

6 0,2329 81,21 0,221 73,86

10 0,1842 64,23 y=-3,0358x + 98,972 0,1850 61,83 y=-2,8124x + 95,108
12 0,1629 56,80 0,1748 58,42

14 0,1561 54,43 0,1568 52,41

18 0,1310 45,68 0,1467 49,03

20 0,1250 43,58 0,1264 42,25

Tabela C.3.2. Determinacado da Atividade Antioxidante referente a CS-5 (T=20 C; P=150 bar; 15 % co-sol vente), CS-7
(T=20 C; P=250 bar; 15 % co-solvente):

20 € / 15 % co-solvente
Concentragéao 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3011 100,00 0,3346 100,00

2 0,2711 90,04 0,2837 84,79

4 0,2478 82,30 0,2637 78,81

6 0,2247 74,63 0,2664 79,62

10 0,1759 58,42 y=-3,1331x + 95,358 0,2254 67,36 y=-2,3892x + 92,848
12 0,1714 56,92 0,2147 64,17

14 0,1470 48,82 0,1864 55,71

18 0,1240 41,18 0,1841 55,02

20 0,1098 36,47 0,1495 44,68
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Tabela C.3.3. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a CS-2 (T=50 C; P=150 bar; 5 % co-solv ente), CS-4 (T=50
C; P=250 bar; 5 % co-solvente):

50 € /5 % co-solvente
Concentragéo 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3116 100,00 0,2982 100,00

2 0,2908 93,32 0,2699 90,51

4 0,2670 85,69 0,2297 77,03

6 0,2462 79,01 0,2298 77,06

10 0,1940 62,26 =-3,2285x + 98,461 0,1932 64,79 y=-2,7135x + 93,784
12 0,1782 57,19 0,1748 58,62

14 0,1650 52,95 0,1513 50,74

18 0,1345 43,16 0,1449 48,59

20 0,1088 34,92 0,1293 43,36

Tabela C.3.4. Determinacado da Atividade Antioxidante referente a CS-6 (T=50 C; P=150 bar; 15 % co-sol vente), CS-8
(T=50 C; P=250 bar; 15 % co-solvente):

50 T / 15 % co-solvente
Concentragéo 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eg. Reta

0 0,3285 100,00 0,2900 100,00

2 0,3069 93,42 0,2604 89,79

4 0,2699 82,16 0,2374 81,86

6 0,2473 75,28 0,2171 74,86

10 0,2081 63,35 y=-2,8833x + 95,74 0,1884 64,97 y=-2,7968x + 94,74
12 0,1875 57,08 0,1636 56,41

14 0,1777 54,09 0,1641 56,59

18 0,1529 46,54 0,1342 46,28

20 0,1372 41,77 0,1200 41,38
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Tabela C.3.5. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a CS-9 F1 e CS-9 F2 (T=35 €C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 T /200 bar/ 15 % co-solvente
Concentragao Fracdo 1 Fracao 2
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,3056 100,00 0,3191 100,00
2 0,2642 86,45 0,2646 82,92
4 0,2504 81,94 0,2501 78,38
6 0,235 76,90 0,2153 67,47
10 0,1703 55,73  y=-3,395x + 95,384 0,1684 52,77 y=-3,3593x + 91,284
12 0,1603 52,45 0,1455 45,60
14 0,1417 46,37 0,1342 42,06
18 0,1067 34,91 0,1037 32,50
20 0,0970 31,74 0,0988 30,96

Tabela C.3.6. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a CS-9 F3 e CS-9 F4 (T=35 €C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 € /200 bar/ 15 % co-solvente
Concentracao Fracdo 3 Fragéo 4
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,2493 100,00 0,3237 100,00

2 0,2408 96,59 0,2677 82,70

4 0,2345 94,06 0,2488 76,86

6 0,1908 76,53 0,2302 71,12

10 0,1569 62,94 y=-3,4801x + 101,05 0,1837 56,75 y=-3,237x+ 91,972
12 0,1353 54,27 0,1656 51,16

14 0,1230 49,34 0,1442 44,55

18 0,1050 42,12 0,1114 34,41

20 0,0856 34,34 0,1030 31,82
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Tabela C.3.7. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a CS-9 F5 e CS-9 F6 (T=35 C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 € /200 bar/ 15 % co-solvente
Concentracao Fracdo 5 Fracdo 6
Absorbancia [nm] % Eq. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,334 100 0,2955 100,00
2 0,3132 93,77 0,2851 96,48
4 0,2987 89,43 0,2625 88,83
6 0,2768 82,87 0,233 78,85
10 0,2424 72,57 y=-2,357x + 98,011 0,1731 58,58 y= - 3,638x + 100,52
12 0,2251 67,4 0,1633 55,26
14 0,2096 62,75 0,1326 44,87
18 0,1899 56,86 0,1042 35,26
20 0,1793 53,68 0,0994 33,64

Tabela C.3.8. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a CS-9 F7 (T=35 C; P=200 bar; 10 % co- solvente):

35 €€ /200 bar / 10 % co-solvente

Concentragao Fragéo 7
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,3008 100,00
2 0,2741 91,12
4 0,2508 83,38
6 0,2487 82,68
10 0,2151 71,51 y=-2,4143x + 96,423
12 0,1966 65,36
14 0,1862 61,90
18 0,1736 57,71
20 0,1399 46,51
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C.4 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos obtidos da extracao supercritica da prépolis

bruta com e sem adicao de co-solvente

Tabela C.4.1. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a PB-1 (T=20 C; P=150 bar; 5 % co-solv ente), PB-3 (T=20

C; P=250 bar; 5 % co-solvente):

20 € /5 % co-solvente
Concentragéo 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,3168 100,00 0,2861 100,00
2 0,2899 91,51 0,2776 97,03
4 0,2713 85,64 0,2528 88,36
6 0,2524 79,67 0,2554 89,27
10 0,205 64,71 y=-2.8187x + 96,87 0,1908 66,69 y=-3,2694x + 101,68
12 0,1962 61,93 0,1564 54,67
14 0,1719 54,26 0,1486 51,94
18 0,1513 47,76 0,1390 48,58
20 0,1392 43,94 0,1070 37,40

Tabela C.4.2. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a PB-5 (T=20 C; P=150 bar; 15 % co-sol vente), PB-7

(T=20 C; P=250 bar; 15 % co-solvente):

20 T / 15 % co-solvente
Concentracéao 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,3171 100,00 0,2972 100,00
2 0,3038 95,81 0,2603 87,58
4 0,2791 88,02 0,2435 81,93
6 0,2398 75,62 0,2237 75,27
10 0,1968 62,06 y=-3,4734x + 98,718 0,1889 63,56 y= - 2,845x+ 94,289
12 0,1545 48,72 0,1734 58,34
14 0,1400 44,15 0,1536 51,68
18 0,1205 38,00 0,1294 43,54
20 0,1185 37,37 0,1249 42,03
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Tabela C.4.3. Determinac¢édo da Atividade Antioxidante referente a PB-2 (T=50 C; P=150 bar; 5 % co-solv ente), PB-4 (T=50
C; P=250 bar; 5 % co-solvente):

50 € /5 % co-solvente
Concentragéo 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,2958 100,00 0,2909 100,00

2 0,2686 90,80 0,2870 98,66

4 0,2309 78,06 0,2511 86,32

6 0,2039 68,93 0,2319 79,72

10 0,1639 55,41 =-3,1946x + 93,298 0,2029 69,75 y=-2,950x + 99,554
12 0,1535 51,89 0,1798 61,81

14 0,1360 45,98 0,1561 53,66

18 0,1170 39,55 0,1392 47,85

20 0,1015 34,31 0,1293 44,45

Tabela C.4.4. Determinacdo da Atividade Antioxidante referente a PB-6 (T=50 C; P=150 bar; 15 % co-sol vente), PB-8
(T=50 C; P=250 bar; 15 % co-solvente):

50 € / 15 % co-solvente
Concentragao 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,2944 100,00 0,3025 100,00
2 0,2823 95,89 0,2529 83,60
4 0,2554 86,75 0,2287 75,60
6 0,2348 79,76 0,1923 63,57
10 0,1992 67,66 y=-2,6986x + 98,533 0,1570 51,90 y=-3,1612x + 89,623
12 0,2020 68,61 0,1423 47,04
14 0,1746 59,31 0,1367 45,19
18 0,1484 50,41 0,1104 36,50
20 0,1364 46,33 0,0948 31,34
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Tabela C.4.5. Determinagdo da Atividade Antioxidante referente a PB-9 F1 e PB-9 F2 (T=35 <C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 T /200 bar/ 15 % co-solvente
Concentragao Fracéo 1 Fracédo 2
Absorbancia [nm] % Eq. Reta Absorbéancia [nm] % Eq. Reta

0 0,3151 100,00 0,2996 100,00

2 0,2870 91,08 0,2731 91,15

4 0,2533 80,39 0,2373 79,21

6 0,2315 73,47 0,2208 73,70

10 0,2059 65,34  y=-2,8975x + 94,769 0,1879 62,72 y=-2,9201x + 94,421
12 0,1764 55,98 0,1673 55,84

14 0,1641 52,08 0,1559 52,04

18 0,1443 45,79 0,1342 44,79

20 0,1248 39,61 0,1175 39,22

Tabela C.4.6. Determinagdo da Atividade Antioxidante referente a PB-9 F3 e PB-9 F4 (T=35 <C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 T /200 bar/ 15 % co-solvente
Concentragao Fracdo 3 Fracdo 4
Absorbancia [nm] % Eq. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3018 100,00 0,3024 100,00

2 0,2694 89,26 0,2846 94,11

4 0,2428 80,45 0,2603 86,08

6 0,2224 73,69 0,2327 76,95

10 0,1789 59,28 y=- 3,0374x + 93,949 0,1826 60,38 =-3,1027x + 97,464
12 0,1559 51,66 0,1708 56,48

14 0,1507 49,93 0,1620 53,57

18 0,1226 40,62 0,1279 42,29

20 0,1190 39,43 0,1224 40,48
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Tabela C.4.7. Determinagdo da Atividade Antioxidante referente a PB-9 F5 e PB-9 F6 (T=35 <C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 € /200 bar/ 15 % co-solvente
Concentragao Fracdo 5 Fracdo 6
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta
0 0,3348 100,00 0,2810 100,00
2 0,2819 84,20 0,2361 84,02
4 0,2559 76,43 0,2238 79,64
6 0,2286 68,28 0,2095 74,56
10 0,2007 59,95 y= - 3,2435x + 91,988 0,1867 66,44 y=-2,7146x + 92,516
12 0,1683 50,27 0,1550 55,16
14 0,1454 43,43 0,1473 52,42
18 0,1147 34,26 0,1243 44,23
20 0,1076 32,14 0,120 42,70

Tabela C.4.8. Determinagcao da Atividade Antioxidante referente a PB-9 F7 e PB-9 F8 (T=35 C; P=200 bar; 10 % co-

solvente):
35 € /200 bar / 10 % co-solvente
Concentragéo Fragéo 7 Fracéo 8
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3071 100,00 0,3298 100,00

2 0,2892 94,17 0,2797 84,81

4 0,2438 79,39 0,2512 76,17

6 0,2024 65,91 0,1876 56,88

10 0,1404 45,72 y= - 4,2338x + 96,167 0,1385 42,00 y=-3,9431x + 90,333
12 0,1271 41,39 0,1269 38,48

14 0,1031 33,57 0,1130 34,26

18 0,0693 22,57 0,0739 22,41

20 0,0574 18,69 0,0623 18,89
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Tabela C.4.9. Determinagéo da Atividade Antioxidante referente a PB-10 (T=20 C; P=150 bar; 0 % co-sol vente), PB-12
(T=20 C; P=250 bar; 0 % co-solvente):

20 € /0 % co-solvente
Concentragéo 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3089 100,00 0,3004 100,00

2 0,2960 95,82 0,2774 92,34

4 0,2199 71,19 0,2743 91,31

6 0,3270 105,86 0,2382 79,29

10 0,2265 73,32 =-2,1429x + 98,143 0,2206 73,44 y=-2,4916x + 98,095
12 0,2128 68,89 0,1988 66,18

14 0,2048 66,30 0,1850 61,58

18 0,1945 62,97 0,1630 54,26

20 0,1688 54,65 0,1507 50,17

Tabela C.4.10. Determinacao da Atividade Antioxidante referente a PB-11 (T=50 C; P=150 bar; 0 % co-so lvente), PB-13
(T=50 C; P=250 bar; 0 % co-solvente):

50 € /0 % co-solvente
Concentragéo 150 bar 250 bar
Absorbancia [nm] % Eqg. Reta Absorbancia [nm] % Eqg. Reta

0 0,3363 100,00 0,2909 100,00

2 0,3077 91,50 0,2870 98,66

4 0,2832 84,21 0,2511 86,32

6 0,2902 86,29 0,2319 79,72

10 0,2658 79,04 y=-1,6985x + 95,836 0,2029 69,75 y=-2,9508x + 99,554
12 0,2510 74,64 0,1798 61,81

14 0,2461 73,18 0,1561 53,66

18 0,2191 65,15 0,1392 47,85

20 0,2100 62,44 0,1293 44,45
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ANEXO D - PADROES PARA A PROPOLIS E EXTRATO ETANOLICO DE
PROPOLIS DO MINISTERIO DA AGRICULTURA

D.1 Regulamento técnico para fixacao de identidade e qualidade de prépolis
(ANEXO VI)

1. Alcance

1.1 Objetivo: Estabelecer a identidade e os requisitos minimos de qualidade a que deve

atender a Propolis.

1.2 ambito de Aplicagdo: O presente Regulamento refere-se a Propolis destinada ao

comércio nacional ou internacional.
2. Descrcao

2.1 Definicao: entende-se por Prépolis o produto oriundo de substacias resinosas,
gomosas e balsamicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exudados de plantas,
nas quais as abelhas acrescentam secreg¢des salivares, cera e polen para a elaboragao
final do produto.

2.2 Classificacao

2.2.1 Quanto ao teor de flavonoides:

2.2.1.1 A prépolis sera classificada em:

- Baixo teor: até 1,0 % (m/m);

- Médio teor: >1,0 % - 2,0 % (m/m);

- Alto teor: > 2,0 % (m/m)

2.3 Designacao (Denominacgao de Venda): Prépolis
3. Referéncias:

- ABNT. Associagdo Brasileira de Normas Técnicas. Normas ABNT. Plano de
Amostragem e Procedimentos na Inspecao por atributos- 03.011 - NBR 5426 - JAN/1985.

- AOAC. Official Methods of Analysis of the Association of Analitical Chemists. Arlington, ,
1992.
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- AOAC. Official Methods of Analysis of the Association of Analitical Chemists, 16 th
Edition, cap. 4.1.03, 1995.

- ASIS, M. Propoleo - El Oro Purpura de las Abejas. Cuba, 1989.
- BRASIL. Cédigo de Defesa do Consumidor. Lei n0 8.078, de 11 de Setembro de 1990.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria n® 368, de 04/09/97 -
Regulamento Técnico sobre as Condi¢des Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de
Elaboracao para Estabelecimentos Elaboradores / Industrializadores de Alimentos, 1997.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Resolucdo GMC 36/93 -
Mercosul, Portaria n®. 371, de 04/09/97 - Regulamento técnico para Rotulagem de
Alimentos.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria 001, de 07 de outubro de
1981. Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem Animal e seus
Ingredientes: Métodos Fisico-Quimicos, Cap. 2, p. 3, met. 3, 1981.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Programa Nacional de Controle
de Residuos Bioldgicos. Instrugdo Normativa n. 3 de 22 de Janeiro de 1999.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria 248, de 30 de dezembro
de 1998, publicada no DOU de 05 de janeiro de 1999. Estabelece o Método Oficial para
Deteccéo de Paenibacillus larvae em Mel e Produtos Apicolas.

- BRASIL. Ministério da Saude. Padrées Microbioldgicos. Portaria n® 451, de 19/09/97 -
Publicada no DOU de 02/07/98.

- BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n® 540, de 27 de outubro de 1997 - Publicada no
DOU de 28 de outubro de 1997. Regulamento Técnico: Aditivos Alimentares - definicbes,
classificagao e emprego.

- BRASIL. RIISPOA - Regulamento da Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal. Decreto n0 30.691, de 29 de marco de 1952.

- FAO/OMS. Organizacién de las Naciones unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
Codex Alimentarius, CAC/vol. A, 1985.

- Farmacopéia Brasileira, 42 Edigao, p. 988, 1977 (Método Modificado).
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- ICMSF - Microorganismus in foods. 2. Sampling for microbiological analysis: Principles
and specific applications. University of Toronto. Press, 1974.

- ICMSF. Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods, 1992.

- WOISKY, R.G.R. Métodos de Controles quimicos de Amostras de Propolis. Dissertacao
de Mestrado. Universidade de Sao Paulo, 1996.

4. Composicao e Requisitos

4.1. Composicao: A Propolis compdem-se basicamente de resinas, produtos balsamicos,

cera, 6leos essenciais, pélen e microelementos.
4.2. Caracteristicas Sensoriais:
4.2.1. Aroma: caracteristico (balsédmico e resinoso) dependendo da origem boténica;

4.2.2. Cor: amarelada, parda, esverdeada, marrom e outras, variando conforme a origem
botanica;

4.2.3. Sabor: caracteristico de suave balsamico a forte e picante, dependendo da origem
botanica;

4.2.4. Consisténcia (a temperatura ambiente): maleavel a rigida, dependendo da origem
botanica;

4.2.5. Granulometria: heterogénea.

4.3. Requisitos fisico-quimicos:

4.3.1. Perda por dessecagao: maximo de 8 % (m/m);
4.3.2. Cinzas: maximo de 5% (m/m);

4.3.3. Cera: maximo de 25 % (m/m);

4.3.4. Compostos Fendlicos: minimo 5 % (m/m);

4.3.5. Flavonéides: minimo de 0,5 % (m/m);

4.3.6. Atividade de oxidacao: maximo de 22 segundos;
4.3.7. Massa Mecénica : maximo 40% (m/m);

4.3.8. Soluveis em Etanol : minimo de 35% (m/m).
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4.4. Provas Qualitativas:

4.4.1. Espectro de Absorcdo de Radiacdes Ultravioleta e Visivel - a propolis devera
apresentar picos caracteristicos das principais classes de flavondéides entre 200 e 400 nm;

4.4.2. Acetato de chumbo - Positivo;
4.4.3. Hidréxido de Sédio - Positivo.

4.4. Acondicionamento: O produto devera ser embalado com materiais adequados para
as condicées de armazenamento e que lhe confiram uma protecao apropriada contra a

contaminacao.

5. Aditivos

Nao se autoriza.
6. Contaminantes

Os contaminantes organicos e inorganicos ndao devem estar presentes em quantidades

superiores aos limites estabelecidos pelo Regulamento especifico.

6.1. Outros contaminantes: Pesquisa de esporos de Paenibacillus larvae em 25g de
propolis (utilizando a metodologia descrita na Portaria 248, de 30/12/1998). Resultado
Aceitdvel: auséncia de esporos em 25g.

7. Higiene

7.1. Consideracbes Gerais: As praticas de higiene para elaboracdo do produto devem
estar de acordo com o estabelecido na Portaria n® 368, de 04/09/97 - Regulamento
Técnico sobre as Condigdes Higiénico-Sanitérias e de Boas Préaticas de Elaboragéo para
Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de Alimentos - Ministério da Agricultura
e do Abastecimento, Brasil.

7.2. Critérios Macroscopicos e Microscopicos: O produto ndo deve conter substancias
estranhas, com excecdo dos fragmentos, acidentalmente presentes, de: abelhas,
madeira, vegetais e outros, inerentes ao processo de obtencado da prépolis pelas abelhas.

Nota: Os critérios de tolerancia, macro e microscopicos, serdo estabelecidos em

regulamento especifico.
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7.3. Critérios Microbiologicos: Aplica-se o Regulamento Especifico.
8. Pesos e Medidas

Aplica-se o Regulamento especifico.

9. Rotulagem

Aplica-se o Regulamento especifico.

10. Métodos de Andlise

Farmacopéia Brasileira 42 Edi¢gédo - 1988 - V2.9 e V 2.10.

Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Produto de Origem Animal e seus
Ingredientes. Portaria n® 001/81 - 07/10/1981. Ministério da Agricultura e do
Abastecimento.

Metodologias validadas pelo Ministério da Agricultura.

Métodos de Analise Microbiologica para Alimentos. Pesquisa de Paenibacillus larvae em
mel e produtos apicolas. Portaria 248 - 30/12/1998. Ministério da Agricultura e do
Abastecimento.

11. Amostragem

Seguem-se os procedimentos recomendados na norma vigente.
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D.1 Regulamento de identidade e qualidade de extratos propolis (ANEXO VI)

1. Alcance

1.1. Objetivo: Estabelecer a identidade e os requisitos minimos de qualidade a que deve
atender o Extrato de Prépolis.

1.2. Ambito de Aplicagdo: O presente Regulamento refere-se ao Extrato de Prépolis

destinado ao comércio nacional ou internacional.
2. Descricao

2.1. Definigcao: Entende-se por Extrato de Prdpolis o produto proveniente da extragdo dos
componentes solluveis da Prépolis em alcool neutro (grau alimenticio), por processo
tecnologico adequado.

2.2. Designacao (Denominacao de Venda): Extrato de Propolis.
3. Referéncias:

- ABNT. Associagdo Brasileira de Normas Técnicas. Normas ABNT. Plano de
Amostragem e Procedimentos na Inspecao por atributos- 03.011 - NBR 5426 - JAN/1985.

- AOAC. Official Methods of Analysis of the Association of Analitical Chemists. Arlington, ,
1992.

- AOAC. Official Methods of Analysis of the Association of Analitical Chemists, 16 th
Edition, cap. 4.1.03, 1995.

- ASIS, M. Propoleo - El Oro Purpura de las Abejas. Cuba, 1989

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria n® 368, de 04/09/97 -
Regulamento Técnico sobre as Condi¢des Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de
Elaboracao para Estabelecimentos Elaboradores / Industrializadores de Alimentos, 1997.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Resolucdo GMC 36/93 -
Mercosul, Portaria n® 371, de 04/09/97 - Regulamento técnico para Rotulagem de

Alimentos.
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- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria 001, de 07 de outubro de
1981. Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Produtos de Origem Animal e seus
Ingredientes: Métodos Fisico-Quimicos, Cap. 2, p. 3, met. 3, 1981.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Programa Nacional de Controle
de Residuos Bioldgicos. Instrucdo Normativa n. 3 de 22 de Janeiro de 1999.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria 248, de 30 de dezembro
de 1998, publicada no DOU de 05 de janeiro de 1999. Estabelece o Método Oficial para
Deteccao de Paenibacillus larvae em Mel e Produtos Apicolas.

- BRASIL. Ministério da Saude. Padrées Microbiolégicos. Portaria n® 451 de 19/09/97 -
Publicada no DOU de 02/07/98.

- BRASIL. Ministério da Saude. Portaria n? 540, de 27 de outubro de 1997 - Publicada no
DOU de 28 de outubro de 1997. Regulamento Técnico: Aditivos Alimentares - defini¢des,
classificagéo e emprego.

- BRASIL. RIISPOA - Regulamento da Inspecgao Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal. Decreto n0 30.691, de 29 de margo de 1952.

- BRASIL. Ministério da Agricultura e do Abastecimento. Portaria SIPA no. 06/84. Normas
Higiénico-Sanitarias e Tecnol6gicas para Mel, Cera de Abelhas e Derivados.

- FAO/OMS. Organizacion de las Naciones unidas para la Agricultura y la Alimentacion.
Codex Alimentarius, CAC/vol. A, 1985.

- Farmacopéia Brasileira, 42 Edicao, p. 988, 1977 (Método Modificado)

- ICMSF - Microorganismus in foods. 2. Sampling for microbiological analysis: Principles
and specific applications. University of Toronto. Press, 1974.

- ICMSF. Compendium of Methods for Microbiological Examination of Foods, 1992.
4. Composicao e Requisitos

4.1. Composicao: O extrato de Prépolis compde-se de elementos solUveis da prépolis em
solugéo hidroalcodlica, alcool e agua.

4.2. Requisitos:
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4.2.1. Caracteristicas Sensoriais:
4.2.1.1. Aroma: caracteristico, dependendo da origem botanica (balsamico e resinoso);

4.2.1.2. Cor: variada, dependendo da origem e da concentracdo (tons de ambar,
avermelhada e esverdeada);

4.2.1.3. Sabor: caracteristico, de suave a forte, amargo e picante;
4.2.1.4. Aspecto: liquido limpido e homogéneo.

4.2.2. Requisitos Fisico-Quimicos:

4.2.2.1. Extrato seco: Minimo de 11% (m/v);

4.2.2.2. Cera: maximo 1% do extrato seco (m/m);

4.2.2.3. Compostos flavonéides: Minimo 0,25%(m/m);

4.2.2.4. Compostos fendlicos: Minimo 0,50% (m/m);

4.2.2.5. Atividade de oxidagao: Maximo 22 seg.;

4.2.2.6. Teor alcodlico: Maximo de 700 GL (v/v);

4.2.2.7. Metanol: Maximo 0,40 mg/I;

4.2.2.8. Espectro de Absorcdo de Radiagdes UV visivel: o extrato de prépolis deve
apresentar picos caracteristicos das principais classes de flavondides entre 200 nm e 400

nm;
4.2.2.9. Acetato de Chumbo: Positivo;
4.2.2.10. Hidréxido de Sédio: Positivo.

4.2.3. Acondicionamento: Devera ser embalado em material bromatologicamente apto e
gue confira ao produto uma protecao adequada.

5. Aditivos
Nao se admite.
6. Contaminantes

Os contaminantes organicos e inorganicos ndao devem estar presentes em quantidades

superiores aos limites estabelecidos pelo Regulamento vigente.
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6.1. Outros contaminantes: Pesquisa de esporos de Paenibacillus larvae em 25ml de
extrato de prépolis (utilizando a metodologia descrita na Portaria 248, de 30/12/1998).
Resultado Aceitavel: auséncia de esporos em 25ml.

7. Higiene

7.1. Consideracdes Gerais: As praticas de higiene para elaboracdo do produto devem
estar de acordo com o Regulamento Técnico sobre as Condi¢cées Higiénico-Sanitarias e
de Boas Praticas de Fabricagdo para Estabelecimentos Elaboradores / Industrializadores
de Alimentos.

7.2. Critérios Macroscépicos: O produto ndo devera conter matérias estranhas, de
qualquer natureza.

7.3.Critérios Microscépicos: O produto ndo devera conter matérias estranhas, de qualquer

natureza.

8. Pesos e Medidas

Aplica-se o Regulamento especifico.
9. Rotulagem

Aplica-se o Regulamento especifico, com a seguinte informagéo adicional - Extrato Seco:

minimo de ...%.

10. Métodos de Andlise

Métodos Analiticos Oficiais para Controle de Qualidade;
Metodologias validadas pelo Ministério da Agricultura;

Métodos de Andlise Microbiolégica para Alimentos. Pesquisa de Paenibacillus larvae em
mel e produtos apicolas. Portaria 248 - 30/12/1998. Ministério da Agricultura e do
Abastecimento.

11. Amostragem

Seguem-se os procedimentos recomendados pela norma vigente (ABNT).
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