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RESUMO

RESUMO: A prépolis € um material natural de grande interesse industrial. A Extragdo com Fluido Supercritico (SFE) é uma
alternativa & extracéo hidroalcodlica por apresentar maior seletividade, bons rendimentos e preservar as caracteristicas fisico-
quimicas dos componentes a serem extraidos. O objetivo deste estudo foi determinar as melhores condicdes de processo
para a obtencdo de extrato de prépolis vermelha com elevado potencial antioxidante por SFE utilizando CO2 como fluido
supercritico e etanol como cosolvente. Foram estudados a Curva Global de Extragcdo, o S/F, o percentual de etanol e as
isotermas de rendimento global em funcéo das diferentes pressdes (250, 350 e 450 bar) e temperaturas (30, 40 e 50°C). Com
base na avaliagdo geral de rendimento, teor de compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante, pode-se definir as
condi¢bes de 350 bar e 40 °C como as ideais para 0 processo de extracdo de propolis vermelha utilizando SFE.

PALAVRAS-CHAVE: prépolis vermelha; extracao com fluido supercritico; formonometin; compostos antioxidantes.
1. INTRODUCAO

A prépolis € um composto natural definido por uma mistura resinosa complexa produzida pelas abelhas
através da mistura de exsudatos de diferentes plantas, cera e secre¢fes salivares de grande aplicacdo nas areas
alimenticia, farmacéutica e cosmética gracgas as suas propriedades bioativas como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatéria e antioxidante!2. Dentre os variados tipos de prépolis, a propolis vermelha tém recebido destaque
devido a seus compostos biologicamente ativos, os flavonoides e propriedades farmacolégicas?. Grande parte
dos trabalhos envolvendo a prépolis é realizada utilizando o processo de extragao convencional (hidro alcodlico)
para obtencgdo do seus extratos3#*. No entanto, apesar de ser bastante empregada, a extragdo convencional € um
processo lento que apresenta residuos do solvente no extrato. Uma rota diferenciada para a extracdo de
compostos/substancias de matrizes naturais é a utilizagdo de Extragdo com Fluido Supercritico (SFE). Esta
tecnologia vem sendo difundida em multiplas &reas industriais dadas as suas vantagens Unicas, tais como
extracao seletiva, altos rendimentos, preservacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos componentes a serem
extraidos e maior seletividade do processo®¢. Com o objetivo de otimizar as condi¢cdes que influenciam no
processo, 0s parametros temperatura, pressao, tempo, tipo e percentual de modificadores ou cosolventes devem
ser avaliados para a extragdo da propolis vermelha. Assim, o objetivo deste estudo foi determinar as melhores
condicdes de processo para a obtencdo de extrato de propolis vermelha com elevado potencial antioxidante
utilizando diéxido de carbono (CO2) como fluido supercritico e etanol como cosolvente.

2. METODOLOGIA

Foram realizadas as etapas pra definicdo dos parametros de processo por SFE:

e Determinacdo da Curva Global e S/F (massa de CO /massa de matéria-prima) - Foram utilizados 7,5 g
da propolis vermelha e o procedimento foi realizado nas condicdes de temperatura e pressdo mais
brandas as estudadas (T 40°C; P 100 bar);

e Avaliacdo da Influéncia de Cosolvente - Para esta etapa, aplicou-se o S/F que corresponde a um volume
total de CO2 de 0,540 m? (tempo aproximado de extracdo de 240 minutos) e variagdo de percentual de




cosolvente por minuto de 0,05 mL (1%), 0,10 mL (2%) e 0,20 mL (4%), além do extrato controle (sem
adicao de cosolvente — 0%).

e Determinacdo das Isotermas Globais de Rendimento (GYI): utilizou-se as melhores condi¢bes dos
ensaios realizados nas Etapas 1 e 2 e dessa forma empregou-se um valor de S/F de 131, 4% de
cosolvente (etanol m/m) com variacdes na presséo (250, 350 e 450 bar) e temperatura (30, 40 e 50°C).
Foram realizados ensaios para determinacéo do teor de compostos fendlicos totais, teor de flavonoides

e atividade antioxidante por DPPH dos extratos bem como identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos
por Cromatogréafica Liquida de Alta Eficiéncia’-® (HPLC). A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa
Statistica® 6.0 da StatSoft (Tulsa, EUA). Foi também realizada a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey
(95% de nivel de confianca) com o objetivo de identificar as diferencas significativas entre as médias obtidas para
cada ensaio (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da obtencdo da curva cinética de extracdo da prépolis vermelha foi possivel determinar a
guantidade de CO: necessaria para que o periodo difusional do processo fosse atingido e estimar o tempo de
processo. Foram obtidos 13 pontos de coleta até atingir a extracdo exaustiva (Figura 1). Os pontos 1 e 2
apresentaram maior acumulo de extrato, sendo o rendimento destes de 0,56 e 0,59%, respectivamente, e o
rendimento total de 5,89%. No entanto, o teor de compostos bioativos mais elevados foi observado no extrato do
ponto 10, com valores de compostos fendlicos de 226,03+22,60 mEAG.g?, atividade antioxidante de
aproximadamente 30% e rendimento acumulado de 4,88%. Dessa forma, o ponto 10 foi escolhido para as
proximas etapas deste estudo. Estudos anteriores ja reportaram uma baixa producéo de extrato de propolis obtido
por SFE, atrelado ao fato de a prdpolis ndo ser muito solivel em extracéo utilizando CO2, mas ser muito mais
sollvel em uma mistura de CO2 com etanol®.
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Figura 1. Perfil da extragcdo da prépolis vermelha em relagdo a massa de extrato obtida nos diferentes tempos
para obtencao da cinética piloto.

Na segunda etapa deste estudo foram avaliadas melhores condi¢Bes de extracdo por SFE utilizando
etanol como cosolvente. A Tabela 1 apresenta os resultados para o teor de compostos fendlicos, flavonoides,
ICs0 (DPPH) e concentra¢des dos compostos formonometin, epicatechin e kaempferol utilizando 1, 2 e 4% de
etanol (cosolvente) em relagdo a massa de CO2 (m/m) e sem a presenca de cosolvente.

Tabela 1. Resultados do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides, ICso (DPPH), e dos biomarcadoes
formonometin, epicatechin e kaempferol utilizando 1, 2 e 4% de etanol (cosolvente) em relacdo a massa de CO:
(m/m) e sem a presenca de cosolvente.

Andlises
Pirc?g?\t/re?tge Total fendlicos Flavonoides ICso Formonometina Epicatequina  Kaempferol
() (MgGAE.g) (MgQE.g™?) (Mg.g™) (mg.g™) (mg.g™) (mg.g)
0% 441.10+40.18% 1.31+0.03° 198.36+20.99° 1.16+0.15° 3.87+0.193° 0.72+0.11°
1% 458.22+74.66% 5.88+0.24° 142.97+16.16° 2.06+1.42° 2.93+1.95° 0.81+0.46°

2% 514.38+7.99% 9.36+0.142 185.83+12.04° 1.41+0.54° 3.45+0.88° 0.69+0.11°
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4% 692.47+196.12% 6.20+1.82" 140.20+13.99% 7.18+1,86% 5.76+0.842 1.60+0.25%

Valores que mostram a mesma letra na mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (p> 0,05) através
do teste de Tukey a um nivel de confianca de 95%.

O extrato obtido utilizando 4% de etanol (80%) apresentou a maior quantificacdo dos compostos
formonometin, epicatequina e kaempferol, bem como, a maior concentragao do teor de compostos fendlicos totais
e atividade antioxidante (representado pelo menor ICso) (Figura 2). Dessa forma, com excecdo do teor de
flavonoides totais, todos os compostos analisados estiveram presentes em maior concentracdo nos extratos
obtidos com 4% de cosolvente o que pode ser justificado pela polaridade dos compostos de interesse. A presenca
de etanol como cosolvente melhora o processo de extragdo dos compostos presentes na propolis vermelha, pois,
além do aumento da polaridade do solvente, o etanol pode melhorar a area da superficie de extracdo em uma
matriz sélida devido a expanséao do material gerada pelas interacdes entre sélidos e solventes e a afinidade entre
o solvente liquido e os compostos associativos na matéria-prima, proporcionando uma maior miscibilidade do gas
na amostra®, resultando em maior eficiéncia de extracdo. Na Figura 2 sdo apresentadas as isotermas de
rendimento global (GYI) para o rendimento total, teor de compostos fendlicos totais, teor de flavonoides e a
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atividade antioxidante (ICso) determinada para os extratos de prépolis vermelha obtidos nas diferentes condicdes
de temperatura (30, 40 e 50 °C) e pressao (250, 350 e 450 bar) empregadas (S/F 131 — etapa 1 / 4% etanol —
etapa 2). Como a formononetin é considerada o principal biomarcador da prépolis vermelha e principal composto
de interesse (devido as suas propriedades biolégicas), e com base na avaliacédo geral de rendimento e do teor de
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante, pode-se definir as condi¢cdes de 350 bar e 40 °C como as
melhores condi¢des de processo para a obtencao de extratos de propolis vermelha utilizando CO2 como fluido
supercritico e etanol (4% m/m) como cosolvente.

Figura 2. Isotermas de Rendimento Global para (A) percentual de rendimento total; (B) teor de compostos
fendlicos totais (NgEGA.g1); (C) teor de flavonoides (MgEGA.g1); e (D) atividade antioxidante (ICso) (ug.mL™1)
para os extratos de prépolis vermelha utilizando CO2 como fluido supercritico, etanol como cosolvente (4%
m/m) nas temperaturas de 30, 40 e 50°C e pressdes de 250, 350 e 450 bar.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Ao analisar as melhores condi¢cdes de processo para a obtencdo de extrato de prépolis vermelha
utilizando CO2 como fluido supercritico e etanol como cosolvente, foram definidos o S/F de 131 (0,540 m3 de CO2
e 240 minutos), 4% de etanol, pressdo de 350 bar e temperatura de 40 °C como os melhores pardmetros. O
aumento da concentragdo de etanol elevou a concentracdo de compostos fendlicos obtidos, com destaque para
a formononetin, composto considerado biomarcador da prépolis vermelha. A presenca de elevada capacidade
antioxidante e de compostos fendlicos de interesse no extrato obtido neste estudo, demonstra a SFE com etanol
como cosolvente é uma alternativa promissora para obtencéo de extratos de prépolis vermelha com elevado valor
agregado.
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