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Introducio

Prépolis € um termo originado do grego que significa
“em defesa da cidade”, é o nome de uma resina balsimica, com
composi¢do complexa, de consisténcia viscosa, odor agradé-
vel, apresentando variagdo na cor de parda escura a vermelha e
com sabor amargo. E coletada pelas abelhas em brotos e
exsudados de drvores e modificada, na colmeia, por adigdo de
secregdio salivar da abelha". E utilizada para vedar e envernizar
a colmeia para prevenir o escape de dgua, evitar penetracio de
corpos estranhos, embalsamar insetos mortos dentro da col-
meia, evitando, assim, a sua decomposigao®™ * %3,

A composig¢do quimica da prépolis ¢ muito variada, apre-
sentando 55% em resinas e bdlsamos, 30% em ceras, 10% em
6leos voldteis e 5% em pélen. Entre os compostos quimicos
presentes, podem ser citados dcido benzoéico, dlcool e dcido
cindmico, benzaldeido, compostos terpénicos, dcido salicilico e
flavonéides"”, entre os quais preponderam os flavondides™.

A prépolis é dotada de inimeras agdes farmacolégicas,
destacando-se as agdes: antimicrobiana, antiviral, antiparasitéria
e antiinflamat6ria™'?. Usada na dermatologia para cicatrizagiio
de ferimentos, regeneracio de tecidos, tratamentos de queima-
duras, neurodermites, eczemas, tlceras externas, prurido'”. Foi
utilizado como cicatrizante em escaras de deciibito” e vem sen-
do utilizada em grande escala na medicina popular e em cosmé-
ticos. Fortalece o sistema imunolégico, equilibrando o organis-
mo'" e apresenta atividade antibi6tica contra bactérias Gram-
positivas. Possui, ainda, agdes anti-séptica, bacteriostatica e
adstringente.''”,

A composigdo quimica da prépolis e a concentrag@o das
substéncias ativas é muito variada, em fungio da flora existente
ao redor do apidrio. Este tem sido o fator que origina grandes
problemas, quando o objetivo é padronizagdo, seja sob a forma
de extrato ou outra forma farmacéutica. Para tanto, torna-se
necessdrio estudos de padronizacdo, desde as condi¢des de
coleta, armazenagem, preparagdo de extratos e formas farma-
céuticas.

No mercado, percebe-se hoje verdadeira paraferndlia,
quanto a forma de preparagdo do extrato de prépolis. O proces-
so extrativo utilizado nas indistrias de producdo e manufatura

de produtos apicolas €, via de regra, a maceragio (dimaceragio),
por periodo de 40 a 60 dias, sendo feito de forma rudimentar,
sem muita preocupag¢io com concentragdo, reprodutibilidade
de extragdo, etc. Tanto o processo extrativo em si, como o tem-
po de extracdo e mesmo a quantidade de prépolis (cerca de
30%) podem interferir na qualidade do extrato final. H4 mais de
duas décadas que se tem estabelecido algumas regras de pre-
paragdo de extratos''*', as quais sdio seguidas exatamente,
quando ndo se tem a monografia da droga. A maceragdo é o
método preconizado para preparagdo de extratos, a partir de
resinas*>1%, justificando a escolha da técnica, até o momento.

Embora seja produto de exportagéo, a falta de estudos
que caracterizem a prépolis e seus extratos, que estabelecam
padrdes de procedimentos, tém deixado os produtores e expor-
tadores sem muitas alternativas de garantia da qualidade. A
médio e longo prazos, isto pode originar uma falsa “mé qualida-
de™ da prépolis brasileira, além de facilitar a adulteragio da
mesma. Para os fitoterdpicos, salvo quando se tem monografia
que estabelega condicdes de extragdo, geralmente é proposto
que a concentragdo da droga esteja na faixa de 5-15% ©'%19),
Pode ser observado que a quantidade de prépolis utilizada pe-
los produtores para obtengido do extrato (cerca de 20-30%) estd
muito acima do preconizado na “Farmacopéia Brasileira™®. Em
fungdo disto, surge a necessidade de se otimizar a preparagio
do extrato de prépolis, estudando-se a possibilidade da aplica-
¢do de menor quantidade da droga, através da comparagéo da
eficiéncia extrativa.

Neste trabalho, a proposta foi desenvolver técnica de
extragdo mais adequada para a caracteristica resinosa da
prépolis, preservando a estabilidade de seus componentes
quimicos, avaliando, em uma primeira etapa, o método extrativo
e, na seqiiéncia, a quantidade de prépolis a ser colocada para o
preparo do extrato.

Metodologia:

Obtencdo da prépolis
As amostras de prépolis foram coletadas das colmeias
de abelhas Apis mellifera, na Fazenda Experimental de Iguatemi

da Universidade Estadual de Maringd (FEI-UEM), localizadas
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no apidrio da clareira, no interior de uma reserva de eucaliptos e
ao redor de uma mata nativa. Foram congeladas e em seguida
trituradas em turboextrator, acondicionadas em frasco ambar,
bem vedados e estocadas em temperatura de congelamento
(freezer).

Preparacdo dos extratos

Foram preparados extratos contendo 5. 10, 20, e 30% de
prépolis em dlcool 96°, por turboextragfio, durante 15 minutos, e
por maceragdo, durante 42 dias. Cada extrato foi preparado em
quintuplicata, tendo sido realizadas trés andlises por extrato.
Foram estabelecidos pardmetros, como a determinagdo do resi-
duo seco (RS), valor de pH. da densidade, do teor alcoélico e
teor de flavondides.

O teor de flavonéides foi determinado, seguindo a técnica
da “Farmacopéia Alemd""®" modificada para extratos, tomando
aliquota correspondente ao peso de prépolis proposto original-
mente. Os valores foram obtidos utilizando a férmula abaixo.

Q= A X 12500
(500X m X (100-PD)
m = massa de propolis usadaemg
A = Absorvéncia da solugdo teste
PD = Perdapordessecagao
| 500 = Absortividade da quercetina

As medidas de pH, residuo seco, teor alcoélico e densi-
dade foram determinadas, usando técnicas farmacopéicas'.
Foram calculados as médias dos valores obtidos, e mantido o
coeficiente de variagdo abaixo de 5%.

discussa

Os resultados na figura 1 apresentam a variagdo no teor |

de flavondides e demonstram que este diminui, 4 medida em
que aumenta a quantidade de prépolis, indicando, pois, que
cerca de 60% da droga utilizada para preparagio dos extratos é
eliminada intacta junto com o marco, comprometendo a extra-
¢lo. Este fato pode ser detectado (fig. 1), através do decrésci-
mo nos valores do teor de flavondides, de acordo com o au-
mento da quantidade de droga utilizada para extragéo.
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Figura 1. Valores obtidos para teor de flavonéides variando
a quantidade de propolis em 5, 10, 20 e 30% (p/p, n=5). Com-
paracdo dos métodos extrativos turboextragcdo e maceracao.

Foi avaliada, ainda, a turboextracdo comparada com o
método usual de preparo, a maceragdo. Foi observado (fig.1)
comportamento semelhante para os métodos de maceragéo e
turboextragdo com relagiio ao teor de flavondides e quantidade
de droga. Os resultados obtidos por turboextragdo apresentam
maior teor de substidncia ativa para as quantidades de 5, 10 e

20%, sendo inferior que a maceragdo apenas para o extrato ob-
tido a partir de 30% da droga, corroborando a possibilidade de
perda anteriormente referida. A vantagem obtida na
turboextragiio para as quantidades de prépolis 5 e 10%, segui-

' do da queda sensivel nos valores do teor de flavonéides nas

quantidades de 20 e 30%, inclusive no processo de maceragio,
podem ser indicativos da saturagdo do solvente e, conseqiien-
temente, de sua capacidade extrativa, além de sugerir a possibi-
lidade de estar ocorrendo degradagdo das substéncias ativas.

O tempo de contato praticado na induistria de fitoterdpicos
varia em torno de 40 dias, considerado muito longo, por propi-
ciar reagdes que poderiam alterar a qualidade do extrato obtido.

Na obten¢ido do extrato por turboextracdo, a partir de
30% de prépolis, observa-se além da perda de substincias ati-
vas (fig.1), que o método se torna tecnologicamente deficiente.
Durante a preparagdo, ocorre a formagido de um gel entre o
dlcool, a resina e a cera, o que dificulta a filtracdo e
consequentemente o processo extrativo. Por sua vez, a
maceragiio s6 se mostra mais eficiente do que a turboextragio,

| quando a concentragdo de prépolis é alta (30%). Assim, com

relagdo ao teor de flavonédides, pode ser considerado que a
turboextragdo € mais eficiente para a extragdo até a quantidade
de 20% (p/p) da droga e que a quantidade de prépolis necessé-
ria para preparagdo do extrato situa-se na faixa de 5 a 10%,
sendo initil acrescentar maiores quantidades.
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Figura 2. Valores de densidade obtidos para os extratos pre-
parados por maceragdo e turboextragdo, nas concentragdes
de propolis de 5, 10, 20 e 30% (p/p, n = 5).

Considera-se licito admitir que o teor de flavonodides
obtido na maceragio tenha sido também resultado da agitacéo
periddica (didria) cuidadosamente executada, fato este perfeita-
mente vidvel, em razdo de se trabalhar em pequena escala (apro-
ximadamente 200 mL extrato). Na produgdo industrial de produ-
¢do de extrato prépolis, € usual deixar a droga em contato em
contato com o liquido extrator durante aproximadamente 40 dias,
sob agitagdo ocasional com um bastio manual ou com agitador
elétrico, de hélice acionado sob baixa rotag¢dio. Nestas circuns-
tincias, € possivel que ocorram perdas superiores aquelas ob-
servadas em nossos ensaios.

A avaliagdo da densidade, neste estudo, fez-se neces-
sdrio, objetivando-se estabelecer mais um parimetro que esta-
belegam caracteristicas de reconhecimento do extrato. Foi pos-
sivel detectar um aumento na densidade, de acordo com o au-
mento da quantidade de prépolis utilizada na preparagéo do
extrato (fig.2). Este aumento de densidade estd provavelmente
relacionado com a dissolugdo de maior quantidade de resina e
cera.

Na maceragdo, observa-se que apenas para o extrato
obtido a partir de 30% de droga ocorre um aumento da densida-
de superior ao obtido através da turboextragio.

O aumento da densidade pode modificar a especificida-
de de dissolucdo do solvente, provavelmente gerando uma di-
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minui¢cdo do coeficiente de solubilidade dos flavonéides. Este
fato pode ser visualizado confrontando-se os gréficos das fi-
guras 1 e 2, Observa-se que o aumento da concentragdo de
prépolis ocasiona uma reducao na extragdo de flavonéides (fig.1)
e um aumento na densidade dos extratos (fig.2). Por outro lado,
o aumento na quantidade de prépolis promove saturagdo do
solvente comprometendo solubilidade, o que parece acentuar
com a formagdo de gel na turboextragio.

Na figura.3 pode ser observado a manutengio nos valo-
res de pH, algo entre 5,27 e 5,51, sugerindo que a droga em
questdo ndo apresenta grande interferéncia sobre o pH do dl-
cool utilizado (na faixa de 6,5). Esta pequena variagio provavel-
mente deve-se a presenga das substincias fendlicas"**” (fla-
vonoides, taninos,etc.) e dos fenilpropanéides'™!'® (derivados
do 4cido cindmico).
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Figura 3. Valores de pH obtidos para os diversos extratos
preparados por maceragdo e turboextracdo a 5, 10, 20 e 30%

(p/p, n = 5).

Embora estas substincias sejam majoritdrias e estejam
presentes em grande quantidade, a presenga de outros grupos
de substincias nitrogenadas, como os aminodcidos ‘", que equi-
libram o pH deixando o extrato préximo do pH neutro. Este
comportamento pode ser visualizado nos extratos obtidos, atra-
vés dos dois métodos extrativos, sugerindo que o aumento no
contetido de prépolis pouco interfere no pH do extrato obtido,
quando comparado com élcool usado para prepard-lo.

A determinacdo do residuo seco (RS) para os extratos
tem como fung@o primordial padronizé-los com relagido a quan-
tidade de prépolis a ser utilizada, bem como para escolha do
método de obtengdo. Os valores detectados (fig.4) demons-
tram que o residuo seco aumenta na propor¢io em que sao
utilizadas quantidades crescentes de propolis em ambos os mé-
todos de extragdo. E detectada pequena variagio do RS entre os
métodos de obtengao dos extratos com 5, 10, 20% de prépolis se
diferenciando de forma considerdvel na concentragio de 30%.
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Figura 4. Avaliagao da extragdo através da determinagdo do
Residuo seco para os diversos extratos obtidos por macera-
¢do e turboextrag¢do, variando a concentrag¢do de prépolis
em, 5, 10, 20, 30 % (p/p, n = 5)

E veiculado conceito de que os extratos que possuem
RS inferior a 10% ndo tém qualidade ou mesmo eficdcia. Partin-
do da premissa de que os flavondides sdo responsdveis por
grande parte das agoes da propolis, tais afirmacdes ndo condi-
zem com a realidade, jd que, de acordo com valores da tabela 1,
o teor de flavondides é inversamente proporcional ao RS, cor-
roborando com a afirmagio anterior de que os extratos com
grandes quantidades de prépolis (maior do que 10%) estdo
com sua extracio comprometida, desperdicando matéria-prima.
O residuo seco nido pode ser colocado como padrio de melhor
ou pior qualidade, deve ser considerado apenas como mais
uma caracteristica do extrato da prépolis.

Tabela 1.
Valores obtidos para o Teor de Flavonéides
e Residuo Seco (n=5)

Turboextracdo
Valores de Residuo Seco

Valores do teor de Flavondides

Extrato | 5% 10% | 20% | 30% 5 10 20 30

Valor(%)| 2,53 445 | 9,84 | 18,76 | 1,88 1,91 1,23 0,76

s 0,12 0,19 | 0,43 | 045 |0,0878 | 0,0631 |0,0236

CV% | 465 | 420 | 434 | 238 | 4,67 | 3,00 | 1,92 | 052

MACERACAO

Valores de Residuo Seco Valores do teor de Flavondides

Extrato | 5% | 10% |20% | 30% | 5% 10% | 20% | 30%

Valor(%)| 2,04 | 435 | 9,18 | 1281 | 1,62 | 1,31 1,16 | 0,79

s 0,08 | 020 | 017 | 031 |00385]|0,0507|0,0358 | 0,0069

Cv% | 394 | 462 | 1,88 242 | 2,37 | 388 | 3,10 | 087

O teor alcodlico é um parimetro usualmente estabeleci-
do para ser mais uma forma de caracterizar os extratos obtidos
seja de origem vegetal ou animal. A farmacopéia brasileira pre-
coniza esta determinagfio, através da densidade ou pelo teor de
dgua existente no extrato. A densidade pode ser determinada
por virios métodos, sendo os mais usuais, os obtidos através
de densimetros (aredmetros) ou através de picndmetros. Tanto
um método como o outro sofrem a interferéncia das substénci-
as extraidas, alterando assim os valores da densidade e conse-
quentemente os valores do teor alcodlico.
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Figura 5. Valores de teor alcodlico em relagio a variagio na
concentragdo de prépolis, 5, 10, 20, 30 % (p/p) para extratos
obtidos por maceragio e turboextragdo.
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A propolis, como € sabido, apresenta, além das subs-
tancias ativas, outros grupos em maior quantidade, como as
resinas e ceras. A dissolucdo destas substancias promove lo-
gicamente uma resposta irreal, o que consequentemente com-
promete os valores do teor alcodlico. O aumento da concentra-
¢do de propolis na obtencdo do extrato leva evidentemente a
um acréscimo na dissolugio destes grupos e conseqiiente di-
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