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CAPITULO 10

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO

llza Fernanda Barboza Duarte
Universidade Federal de Alagoas, Escola de
Enfermagem e Farmacia

Maceio-AL
Valdemir da Costa Silva

Universidade Federal de Alagoas, Escola de
Enfermagem e Farmacia

Maceio-AL
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Maceio-AL
Irinaldo Diniz Basilio Junior
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RESUMO: A prépolis € um produto natural, de
caracteristicas fisicas resinosas e composicao
variavel, influenciada pelas alteragcdbes ambientais,
na qual apresenta diversas atividades biologicas. O
objetivodo presentetrabalhofoio desenvolvimento
e caracterizacao de microencapsulados a base
de propolis vermelha, permitindo a aplicacao de
terapiasinterativas e complementares que possam
reduzir custo de produtividade e distribuicao de

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Salde

DE MICROENCAPSULADOS DA
PROPOLIS VERMELHA
DE ALAGOAS

medicamentos e, portanto, aumentar o acesso
da populacao ao tratamento de doencas. Foram
realizados o desenvolvimento e a caracterizacao
dos microencapsulados da propolis vermelha
de Alagoas por meio de técnicas de secagem
como Spray-dryer e
de caracterizacao da propolis foram avaliados

liofilizagao. Os métodos

pelas propriedades fisico-quimicas. As analises
fisico-quimicas demonstraram que a propolis se
encontra dentro dos parametros estabelecidos
do controle de qualidade, no entanto o processo
de secagem por Spray-dryer apresentou diversas
vantagens em relagao a liofilizagao, resultando
em pos mais secos.

PALAVRAS-CHAVE: Extrato etandlico. Spray-dryer.
Liofilizagao. Atomizacao. Compostos fendlicos.

ABSTRACT: Propolis is a natural product with
resinous feature and a variable composition that
is influenced by changes on the environment, in
which presents a diversity of biological activities.
The objective of this work was the development
and characterization of microencapsulated to
propolis base, allowing the application of an
interactive and complementary therapy that
can reduces production cost and distribution of
drugs and thus increase the population’s access
for the treatment of diseases. It was performed
the development and characterization of
microencapsulated red propolis of Alagoas using

drying techniques: Spray-dryer and freeze drying.
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The propolis characterization methods were evaluated by physicochemical properties. The
physicochemical analysis showed that the propolis is within the established quality control
parameters; however, the drying process using Spray-dryer showed several advantages
over the lyophilisation, resulting in a much more dry powder.

KEYWORDS: Ethanol extract. Spray-dryer. Freeze drying. Atomization. Phenolic compounds.

1 | INTRODUCAO

A palavra propolis € derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou comunidade,
isto €, em defesa da comunidade (PEREIRA et al., 2002). A prépolis € uma resina de
coloracao e consisténcia variada coletada por abelhas da espécie Apis mellifera de diversas
partes das plantas como brotos, botoes florais e exsudatos resinosos (FRANCO et al., 2000;
PEREIRA et al., 2002).

As abelhas usam a prépolis para proteger a colméia contra insetos e
microrganismos, no reparo de frestas ou danos, no preparo de locais assépticos para
postura da abelha rainha e na mumificagdo de insetos invasores (MARCUCCI, 1996),
sendo composta basicamente de 47% resinas (vitaminas, sais minerais, compostos
fendlicos como: flavonoides, acidos graxos, alcoois aromaticos, e ésteres), 30% ceras,
4-15% substancias volateis, 13% sujidade e compostos desconhecidos e 5% pdlen,
além de microelementos como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés e
pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (PARK et al., 2002; FUNARI E
FERRO, 2006; MENEZES, 2005).

O potencial biolégico da prépolis se deve a um sinergismo que ocorre entre 0s
muitos constituintes (MARCUCCI et al., 2001), principalmente aos isoflavonoides,
acidos fendlicos, gutiferonas e terpenos (LOPEZ et al., 2014).

Para o uso da prépolis como medicamento necessita-se de uma matéria-prima
que apresente atividade terapéutica adequada e metodologias de controle de qualidade
quimico, microbiologico, farmacologico e toxicologico validadas.

A microencapsulagdo com técnicas de secagem por atomizagéo e liofilizagéo
€ uma alternativa bem estabelecida no desenvolvimento de novas formas
farmacéuticas (GOUIN, 2004; FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008). Assim,
o presente trabalho tem como meta principal o desenvolvimento e caracterizagcéo de
microencapsulados a base de prépolis vermelha, permitindo a aplicacao de terapias
interativas e complementares que possam reduzir custo de produtividade e distribuigao
de medicamentos e, portanto, aumentar o acesso da populagdo ao tratamento de
doencas.

2 | MATERIAL E METODOS

A propolis vermelha foi obtida dos apiarios localizados na regiao de mangue do
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municipio de Marechal Deodoro/AL. A amostra foi coletada no periodo de fevereiro a marco
do ano 2012 e foi acondicionada em sacos plasticos opaco, hermeticamente fechado e
conservado sob refrigeracao por 24 horas (entre -10 e -5°C), visando evitar perdas dos

constituintes.

2. 1 Obtencao do Extrato Etanélico de Propolis

A propolis bruta foi limpa, retirando qualquer impureza, cortada em pequenos pedacos
e pesada em balanca analitica a quantidade correspondente de 300g do material.

A amostra (300g) foi submetida ao processo de maceracao com alcool etilico
comercial 99°GL (5L) a temperatura ambiente, com troca do solvente de 24 em 24 horas.
O material foi filtrado, obtendo o extrato etandlico de prépolis (EEP). Apos a filtracao o EEP
foi acondicionado em recipientes de vidro protegido da luz e devidamente identificados

para conservacao.

2.2 Preparo das Formulacoes

Os excipientes foram pesados em balanca analitica e adicionados ao extrato etandlico
de prépolis (EEP). O excipiente A (EXPA) e o excipiente C (EXP C) foram dissolvidos em agua
a 37°C com o auxilio de um agitador mecanico modelo RW 20 Digital IKA® durante 5
minutos, em seguida adicionou-se o EEP, agitando-se por mais 5 minutos. O excipiente B
(EXP B) foi dissolvido em agua a 70°C, adicionado ao EEP com os excipientes contidos e
agitados por 5 minutos. Por ultimo dissolveu-se o excipiente D (EXP D) em agua a 37°C
sendo adicionado aos demais excipientes da formulacao, agitando-se por mais 5 minutos.

Formulacoes

Excipientes

FleF1 F2eF2 F3eF3, Fd e F4,
EXP A 20% 40% 20% 40%
EXP B 5% 5%
EXPC 5% 5% 5% 5%
EXP D 5% 5% 5% 5%

Tabela 1. Percentual em massa dos excipientes nas formulacoes. UFAL,2016.

F= Formulacoes atomizadas, FL= Formulacoes liofilizadas, -— auséncia do excipiente. EXP A=Polimero
sacarideo, EXP B= Proteina hidrossolivel, EXP C= amilose + amilopectina, EXP D= fracdo submicroscopica
vaporizada.

2.3 Atomizacao das Formulag¢oes - Spray-Dryer

Para obtencdao dos microencapsulados, as formulacdes preparadas acima foram
atomizadas e secas em um mini Spray-Dryer B-290 fabricado pela Blchi®, Suica. As
condicoes utilizadas para obtencao dos microencapsulados foram obtidas de acordo com
os dados fornecidos pelo fabricante do equipamento e através de relatos na literatura
sobre secagem do EEP em Spray-dryer sendo, portanto, selecionada as condicoes de
180°C para temperatura de entrada, 91°C de temperatura de saida (ndo controlavel), a
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aspiracao ficou em 85% a 75% e a alimentacao em 5 mL/min.

2.4 Liofilizacao das Formulacoes

As formulacoes também foram secas pelo método de liofilizacao em liofilizador
modelo LD 1500 (Terroni® equipaments), o qual compreende trés prateleiras dentro de
uma camara, um condensador a -43 + 5°C e uma bomba de vacuo. A pressao do sistema
ficou abaixo de 300 pHg. O equipamento utilizado na liofilizacao apresentou estabilidade
de temperatura no condensador e pressao baixa adequadas, sendo requisitos importantes
durante o processo (HATLEY e FRANKS, 1991). As amostras foram acondicionadas em
frascos protegidos da luz e o volume das dispersoes de 100 mL foram congeladas por 72
horas sob temperatura de - 20°C.

2.5 Determinacao da Umidade do Extrato Etanolico e dos Microencapsulados

A quantificacao do teor de umidade do extrato etandlico e microencapsulados foi
determinada utilizando o método gravimétrico, por meio de balanca eletrénica de umidade
ShimadzuMOC-120H®, com precisaode 1 mL parao EEP e 1 mg para os microencapsulados,
ajustada com secador de infravermelho. O teor foi calculado pela relacao do volume de
agua obtido em funcao da massa de amostragem. Os resultados foram obtidos a partir dos

valores médios de trés determinacoes.

2.6 Determinacao do Teor de Sélidos do Extrato Etanélico e dos Microencapsulados

A determinacgao do teor de sélidos do extrato etandlico e dos microencapsulados foi
realizada ap6s a analise de umidade pela seguinte férmula:

TS% = 100 x (B/A)

Onde, A= amostra seca e B= peso da amostra in natura.

2.7 Teor de Cinzas

O teor de cinzas do extrato etandlico e microencapsulados foi determinado por analise
térmica TGA.

2.8 Teor de Ceras

Foi pesado 1,0 grama de Propolis, colocada em frasco de vidro com tampa e em
seguida submeteu a extracao com trés fracoes de 10 mL de etanol 96°GL a cada 24 h. A
fracao etérea foi desprezada e as propolis remanescentes foram secas em banho-maria
fervente (b.m.f.), resfriadas e submetidas a nova pesagem. Os resultados sao expressos
em porcentagem (% p/p) e representam a média de trés determinacdes (FRANCO et al.,
2000).
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2.9 Teor de Flavonoides Totais

A analise do teor de flavonoides totais do padrao quercetina, extrato bruto e
microencapsulados de propolis foram realizados através do método de espectrofotometria.
As solucoes estoques do padrao foram preparadas em baloes volumétricos de 10 mL na
concentracao 5 mg/mL, do extrato bruto em 10 mg/mL, dos microencapsulados em 10
mg/mL e seus volumes finais completados com metanol.

Para a curva analitica foram preparadas solucoes do padrao, de propolis bruta e de
propolis microencapsulada, em concentracoes de 30 yg/mL, 50 yg/mL, 70 pg/mL, 80 ug/
mL e 100 pg/mL, em balao volumétrico de 10 mL misturando 250 pL de uma solugcao 5%
de AICI3 e completando com metanol, deixando as solucdes em repouso, em ambiente
escuro, por 30 min e realizando as medidas de absorbancia em 425 nm.

Para a solucao do branco utilizou-se 250 uL de AICI3 (5%) em balao de 10 mL e
completou com metanol, sendo realizados todos o0s passos do processo aplicado.

Os resultados obtidos foram multiplicados pelo fator de diluicao. O contelddo de
flavonoides totais foi expresso em mg de equivalentes de quercetina por 5 mg de prépolis,
para o extrato bruto e em mg de equivalentes de quercetina por 10 mg de po, para as

formulacoes.

3 | RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Determinacao da Umidade do Extrato Etanolico e dos Microencapsulados

O percentual médio da umidade para o extrato etanélico foi de 6,68%. Para as
formulacoes atomizadas F1= 8,79%, F2= 8,79%, F3= 10,26%, e F4= 7,69%, e para as
formulacoes liofilizadas F1 = 6,56%, F2 = 6,32%, F3 = 8,51% e F4 = 8,60%. Pode-se dizer
que a variacao da umidade das amostras de propolis microencapsuladas por atomizacao
(7,79 - 10,26 %), foi influenciada pelas caracteristicas hidrofilica e hidrofébica do material
de parede.

Ja para os microencapsulados liofilizados (6,32 - 8,60 %) mostrou valores um pouco
abaixo da umidade em relacao aos atomizados. Com excecao da formulacao F4, pode-se
considerar o parametro umidade para os microencapsulados atomizados e liofilizados de
acordo com o exigido pela legislacao, no maximo de 8%.

3.2 Determinacao do Teor de Soélidos do Extrato Etanélico e dos Microencapsulados

Segundo o Ministério da Agricultura - MAPA (2001) sao aceitaveis valores no minimo
35% para o teor de solidos. Para esta analise observou um valor médio de 93,31% para
EEP, apresentando um teor dentro dos aceitaveis. As formulacdes atomizadas, os valores
encontrados foram F1= 91,21%, F2= 91,21%, F3= 89,74% e F4= 92,31%, e para as
formulacoes liofilizadas, F1 = 93,44%, F2 = 93,68%, F3 = 91,49% e F4 = 91,40%. Os
teores de solidos apresentados tanto nas formulacées atomizadas quanto liofilizadas nao
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diferem muito, sendo as liofilizadas com um teor de sélido ligeiramente maior.

3.3 Teor de Cinzas

Através da analise térmica pelo método termogavimétrico (TG), o valor encontrado de
0 (zero) para o extrato etandlico de propolis, significa que houve queima total nao havendo
residuo. Este valor esta de acordo com a Legislacao Vigente (BRASIL, 2002) o que preconiza
uma variacao em torno de 1% para cinzas.

Os valores de cinzas encontrados nas formulacoes atomizadas (F1= 0,14%, F2= 0%,
F3= 0,43%, e F4= 0%) e liofilizadas (F1 = 0,89%, F2 = 1,91%, F3 = 1,75% e F4 = 0%),
mostram variagdes que poderiam ser permitidas para propolis, diferindo das amostras
F2, F4 e F4 que apresentaram queima total de materiais. Os valores acima de 1% nas
amostras F2 e F3 , deve-se provavelmente as impurezas naturais por contaminagao do
ambiente, ja que as colméias sao colocadas ao ar livre e expostas a particulas de poeira,
folhas e insetos (FRANCO et al., 2000).

3.4 Teor de Ceras

O teor de ceras na propolis € necessario como controle de qualidade obrigatério, em
funcao da possibilidade da diminuicao do teor de substancias ativas (BRUSCHI, 2006). O
resultado obtido para a prépolis mostrou que ela apresenta valor de 26,36%, um pouco
acima do permitido pela Legislacao Vigente (maximo de 25%), (GARCIA et al, 2001).

De acordo com Silva et al. (2006), uma maior quantidade de cera pode ser encontrada
a medida que as abelhas encontraram escassez de resina no campo, assim comecaram a
aumentar a proporcao de cera na propolis produzida durante aquele periodo, fato este que

acontece com colheitas no final € no comeg¢o do inverno.

3.5 Teor de Flavonoides Totais

Para o extrato etandlico de propolis, o resultado obtido foi de 3,13%, demonstrando
teores dentro dos limites normalmente encontrados de 1 a 8,5% (BURDOCK, 1998;
FRANCO, 2001; FRANCO et al., 2000; KOSALEK et al., 2004; VANHAELEN E VANHAELEN-
FASTRE, 1979).

Os flavonoides totais nos microencapsulados atomizados apresentaram os teores de
F1= 3,59%, F2= 3,24%, F3= 3,12 e F4= 2,98% e nos liofilizados de F1 = 3,45%, F2 =
2,71%, F3 = 3,94% e F4 = 3,13%.

Quando se compara as formulacdes secas por Spray-dryer ou por liofilizacao, observa-
se que a formulacao F1 apresenta uma maior concentracao/retencao do que a formulacao
F1, este fato também € observado em F2 quanto a F2,. Este resultado se inverte quando
comparamos as formulagées F3 e F4 em relacao a F3 e F4 , onde as liofilizadas apresentam
uma maior concentracao de flavonoides do que as por Spray-dryer. Isso se deve a presenca
e auséncia do EXP B nas formulacoes atomizadas e liofilizadas, respectivamente.
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Esse excipiente se apresenta como um material elastico e essa caracteristica permite
ao processo de atomizacao uma maior retencao, sendo ele, um dos materiais mais
utilizados na secagem de alimentos e medicamentos na elaboracao de microencapsulados
para farmacia e alimentos.

A auséncia do EXP B em F3 e F4, levou a uma diminuicao da eficiéncia na secagem
por Spray-dryer, fato que nao € observado nas formulagoes liofilizadas F3, e F4 que
apresentou uma maior retengao, incorporacao quanto a auséncia do EXP B.

4 | CONCLUSAO

As analises realizadas neste trabalho para a caracterizagéao fisico-quimica tanto
do extrato etandlico, quanto dos pds atomizados e liofilizados, demonstraram que os
que os procedimentos adotados desde a coleta, identificacdo, secagem e obteng¢ao do
produto intermediario, estdo dentro das especificagdes da farmacopéia e de acordo
com os parametros estabelecidos para produgdo de produtos a base de extratos
vegetais.

Quanto aos parametros tecnoldgicos, a secagem por Spray-dryer apresentou
diversas vantagens em relacdo a liofilizagdo, principalmente na temperatura, que
resultou em pds mais secos com maior estabilidade fisico-quimica, sendo assim,
consequentemente facil a sua derivagdo em outras formas farmacéuticas.

Entre os excipientes empregados nesse processo, 0s mesmos com as devidas
concentragdes séo bastante utilizados na secagem de extratos vegetais para produgao
de produtos intermediarios, finais e no Brasil com uma predominancia para produgao
de medicamentos fitoterapicos.
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