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RESUMO

A cera de abelha substancia oleosa que produzida pelas abelhas operarias que quando
entra em contato com o ar ele se solidifica e forma uma lamina delgada. A cera de abelha (Apis
melifera) muito utilizada na fabricacdo de cosmética e no revestimento de pilulas e confeccéo
de pomadas. O estudo deste trabalho foi verificar as propriedades e aplicabilidade de lipidio
encontrado na cera bruto de abelha (Apis melifera) para uso na medicina. Neste estudo foi
utilizado a cera de abelha (Apis mellifera) bruto que foi obtida através de um apicultor da regido
do macico de Baturité, no distrito de Aratuba, Camardo — CE. O periodo de coleta foi 20 a 25
de junho de 2016. As anédlises foram realizadas no Laboratorio Biotecnologia e Ciéncias
Naturais (LaBioCN) ou laborat6rio quimica organica e inorganica na UNILAB. A cera de
abelha bruto foi triturada e extraida utilizando etanol como solvente. Na sequéncia, o solvente
foi evaporado com auxilio de um evaporador rotativo. Na andlise fisico-quimica foram
realizados testes para verificar o indice de acidez atraves da titulacdo de uma base de hidroxido
de sodio (NaOH), indice de saponificacdo através de uma titulacdo de uma acido cloridrico
(HCI) e o ponto de fusdo do extrato através de um sistema montado. Os resultados das analises
fisico-quimica mostraram um indice de acidez de 11,4 mg KOH/g e indice de saponificacdo de
53 mg KOH/g com turbidez de saponificacdo entre 62 a 65 °C. A temperatura de fusdo do
extrato foi 62- 65 °C. O ensaio da toxicidade do extrato da cera de abelha (500, 250, 125, 62,5,
31,2 ppm) frente a larva Artemia salina ndo demonstrou mortalidade das larvas no periodo de
24 h, e no periodo de 48 h o extrato apresentou a 26,7 % da mortalidade. A anélise contendo o
controle negativo (&4gua salina) apresentou 60% mortalidade, isso mostra que o extrato da cera
de abelha nédo é considerado tdxico. N&o foi possivel calcular a dose letal 50% (DLso) devido
ao baixo valor de mortalidade apresentado pelo extrato. A atividade antioxidante dos extratos
foi determinada pelo método fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do sequestro de
radicais livres DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazila). O extrato foi capaz de sequestrar o radical
e mostrou atividade antioxidante com 1C50 = 0,218 mg/mL. Logo em seguida, foi calculado o
indice de atividade antioxidante com IAA = 1,72 mg/mL, onde apresentou atividade
antioxidante forte. Com base nestes estudos pode-se afirmar que a cera de abelha tem boa
qualidade por ndo ser toxica frente a larva Artemia salina e também por ter apresentado a
atividade antioxidante. Com estes resultados pode-se concluir que as propriedades apresentadas
pelo extrato obtido fazem com que ele seja promissor para uso e aplicagdes na medicina
popular.

Palavras chave; Cera de abelha; Toxicidade; antioxidante.



ABSTRACT
Beeswax is an oily substance produced by worker bees that when it comes in contact with the
air it solidifies and forms a thin sheet. The wax of bee (Apis melifera) much used in the
manufacture of cosmetics and in the coating of pills and making ointments. The study of this
work was to verify the and applicability of lipid found in the crude beeswax (Apis melifera) for
use in medicine. In this study, the crude beeswax (Apis mellifera) that was obtained through a
beekeeper from the region of the Baturité massif, in the district of Aratuba, Camardo- CE. The
collection period was June 20 to 25, 2016. The analyzes were carried out in the Laboratory
Biotechnology and Natural Sciences (LaBioCN) or chemical laboratory organic and inorganic
at UNILAB. The crude beeswax was crushed and extracted using ethanol as the
solvent. Subsequently, the solvent was evaporated with the aid of a rotary evaporator. In the
physical-chemical analysis, tests were carried out to verify the titration of a base of sodium
hydroxide (NaOH), index by titration of a hydrochloric acid (HCI) and the extract through an
assembled system. The results of the physical- showed an acid value of 11.4 mg KOH / g and
a saponification index of 53 mg KOH / g with saponification turbidity between 62 to 65 o C.
The melting temperature extract was 62- 65 C. The assay of the toxicity of beeswax extract
(500, 250,125, 62.5, 31.2 ppm) against larva Artemia salina did not show larval mortality in the
period of 24 h, and in the period of 48 h the extract presented 26.7% of the mortality. The
analysis containing the negative control (saline water) presented 60% mortality, this shows that
the beeswax extract is not considered to be toxic. Could not calculate the 50% lethal dose
(LD 50) due to the low mortality value presented by the extract. The antioxidant activity of the
extracts was determined by the photocolorimetric method in vitro by free radical sequestration
DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl- hydrazyl). The extract was able to sequester the radical and
showed antioxidant activity with IC 50 = 0.218 mg / mL. The activity index was then calculated
antioxidant with IAA = 1.72 mg / mL, where it presented strong antioxidant activity. With
Based on these studies it can be stated that beeswax has good quality because it is not toxic to
larvae Artemia salina and also for having presented the activity antioxidant. With these results
it can be concluded that the presented properties by the extract obtained make it promising for

use and applications in medicine popular.

Key words; Beeswax; Toxicity; antioxidant.
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1 INTRODUCAO

As abelhas da espécie Apis mellifera foram introduzidas no Brasil em 1840, vindas da
Espanha e Portugal, foram trazidas pelo Padre Anténio Carneiro. Provavelmente, as
subespécies Apis mellifera mellifera (abelha preta ou alema) e Apis mellifera carnica foram as
primeiras abelhas a chegarem no Brasil (CAMARGO, 2002).

Em 1845 e 1880 os imigrantes italianos e alemdes respectivamente introduzidas novos
coldnias da abelha no Brasil, que se estabeleceram no Sul pais (Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parana) e no Sudeste do pais (S&o Paulo) (BALLIVIAN, 2008),

As coldnias que foram introduzidas no Brasil sdo criadas pela apicultura. A apicultura é
uma atividade de criacdo das abelhas mais antigas e a mais importante do mundo, e a producao
da apicola é utilizado para consumo humano, quando os primeiros homens comecaram a coletar
o mel para alimentar-se (NUNES, et al., 2012). Para a criagdo dessa abelha a apicultura depende
muito dos recursos naturais, a producdo dessa atividade varia de acordo com as condigdes
climaticas e ambientais de cada regido (CARVALHO, 2010). O objetivo da cria¢do de abelha
especialmente para fins de producdo de mel, pdlen, geleia real, apitoxina, propolis e cera
(NUNES et al., 2012).

A cera é subproduto do trabalho das abelhas operarias dentro da colmeia com idade
entre 12 a 18 dias da vida. As abelhas utilizam a cera para a fabricacdo dos favos, e toda
estrutura para armazenamento de alimentos e desenvolvimento das crias. A célula em que
guarda o alimento se chama alvéolo. A cera ¢ uma substancia oleosa, que se solidifica em forma
de laminas delgadas, quase transparentes quando entra em contato com o ar (CARVALHO,
2010; NUNES et al., 2012).

A cera tem vaérias utilidades, como na industria da beleza na fabricacdo de cosméticos
(pomadas, logdes, cremes faciais e labiais), industria de velas, entre outros destinos. Além disso,
a cera também é utilizada na industria de farmacéutica, no revestimento de pilulas, confeccéo
de pomadas, canforas, na fabricacdo de graxas, e encaustica (técnica de pintura que utiliza cera),
na composigéo de fita adesiva, gomas de mascar, tintas e vernizes, sendo um excelente isolante
elétrico, (NUNES et al. 2012).

Nos ultimos anos tem aumentando a area do estudo e o interesse por parte de
pesquisadores no aproveitamento de fontes naturais, o produto da cera de abelha que tem a

capacidade de uso farmacéutica. E também varios estudos realizados clinicos e pré-clinicos
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sobre os produtos naturais em busca de melhoramento na medicina popular para tratar infec¢oes
(PONTE, 2003).

No presente estudo como um caminho para descoberta da atividade bioldgica e
antioxidante para uso na farmacoldgica e na cosmética que poderia ser importante para
tratamentos da pele. Deste modo, os estudos também podem contribuir significativamente no
desenvolvimento da area de saude, industria da beleza e farmacéutica, e tentar descobrir novas
substancias que mais eficazes e menus toxica para tratamento da pele e no revestimento de
pilula e confeccdo de pomadas.

No entanto, o estudo vem como objetivo de verificar as propriedades e aplicabilidade
de lipidio encontrada na cera de abelha (Apis melifera) para uso na medicina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Verificar as propriedades e aplicabilidade dos lipidios encontrados na cera de abelha

(Apis melifera) para uso na medicina.

2.2 Objetivo Especifico

e Obter extrato da cera de abelha utilizado como solvente o etanol;

¢ Realizar testes fisico-quimicos do extrato da cera de abelha para identificar indice de
acidez, indice de saponificacdo e temperatura de fusdo.

e Calcular a Doce Letal (DLso) do extrato da cera de abelha através da analise da
toxicidade contra larvas Artemia salina.

e Calcular o indice de atividade antioxidante do extrato da cera de abelha através da
andlise de atividade antioxidante como sequestradores do radical livre DPPH
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3 FUNDAMENTACAO TEORICO

As abelhas, as formigas e as vespas sdo insetos que pertenciam a mesma familia, ordem
Hymenoptera, onde vivem em coldnias ou solitaria, mas um dos aspectos que as diferencia sdo
as estruturas morfoldgicas. Para sua sobrevivéncia, elas dependem das flores (néctar e pdlen)
que sdo a base de alimentos da sua cria (BACAXIXI et al., 2011; MARQUES 2015).

O corpo da abelha é dividido em cabeca, torax e abdome com um esqueleto externo
chamado exoesqueleto, constituido de quitina, o qual lhe fornece protecdo para os Orgaos
internos e sustentacdo para os musculos, além de proteger o inseto contra a perda de agua;
possuem aparelho bucal do tipo lambedor com mandibulas adaptadas para moldar cera e cortar
vegetais, e um labio inferior alongado; antenas geniculadas e na tibia posterior ha uma
concavidade chamada corbicula que tem como funcéo o transporte do pdlen, nas mamangavas
h& muitos pelos formando a escopa onde os grdos de pélen ficam aderidos BACAXIXI et al.,
(2011).

O néctar é uma matéria prima para a producdo de mel que tem a base de acucar e é
considerado uma fonte de energia para as abelhas. O polen é utilizado como fonte de proteina,
principalmente para as crias. Além de néctar e pdlen, as abelhas também coletam 6leos nas
flores e outros recursos que importantes para sua manutencao e reproducdo, tais como néctar e
resinas, que sao coletados em outras plantas visitadas (WITTER et al., 2014)

As abelhas vivem em sociedades organizadas, também conhecidas como coldnias, a
qual comporta centenas até milhares de individuos organizados em trés grupos principais:
operarias, responsavel pelo todo o trabalho para a manutencéo da colmeia, desde a faxina até a
defesa das coldnias; rainha e 0s zangdes, responsaveis pela reproducdo. No geral, para uma
col6nia de tamanho médio existe uma rainha e cerca de cem zang6es e milhares de operarias
(SANTANA 2010; MARQUES 2015 e BACAXIXIl et al., 2011).

Segundo Carvalho (2010), as abelhas operarias da colmeia dividem o trabalho conforme
sua idade como mostra na Tabela 1 seguinte. Durante quatorze dias as abelhas operarias mais
jovens se dedicam para alimentar as larvas, 0os zangdes e a rainha. Logo em seguida, elas
tornam-se coletoras (ou campineiras), saem para procurar flores e em busca do néctar e pélen.
Quando as abelhas operarias ja estdo com a idade avancada, elas deixam as tarefas de coleta e
voltam aos trabalhos no interior da colmeia. Suas glandulas secretoras, sdo ativadas e elas
transformam-se em "pedreiros”, passando a construir e consertar as células, dentro das quais
armazenam poélen e mel. As células sdo alvéolos hexagonais que servem também de ninhos para

0S ovos da rainha.
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Tabela 1. Ciclo de desempenho de tarefas dentro da colmeia pela operaria das abelhas Apis
mellifera, CARVALHO (2010).

IDADE DEVERES ATRIBUICOES
1a3dias Faxineiras Fazem a limpeza e reforma polindo os
alvéolos

Cozinheiras Alimentam com mel e pdlen as larvas,

3a7dias com mais de trés dias.

Nutrizes Alimentam com o mel e pélen as
7 al4 dias larvas, com idade inferior a trés, com
geléia real.

14 a 18 dias Engenheiras ou Segregam a cera e constroem os favos.

Carpinteiras

18 a 20 dias Guardias Defendem a colméia contra inimigos.

21 dias até morte Campeiras Trazem néctar, pélen, agua e resina.

Fonte: CARVALHO (2010).

As abelhas visitam diariamente um grande nimero de flores em busca de néctar e pdlen
para satisfazerem suas necessidades alimentares individuais, das crias ou das suas coldnias.
Nestas visitas as abelhas também executam a polinizacdo, um servico muito importante. O
servico de polinizacdo € importante tanto para os ecossistemas quanto para a agricultura,
(WITTER et al, 2014). Com esses servicos as abelhas Apis mellifera s&o conhecidos como
principais polinizadores das plantas, (SANTANA e OLIVEIRA 2010; MARQUES 2015).

Segundo Macédo (2012) e Roberto (2015), as abelhas sdo responsaveis pela maior parte
da polinizacdo que acontece nas plantas, o restante, é responsabilidade de abelhas solitarias,
borboletas, coledpteros, morcegos, aves e alguns mamiferos. As abelhas sdo atraidas pelas
flores por causa dos principais alimentos que séo polen e néctar que possuem uma substancia
acucarada. Aléem disso, o0 vento e a 4gua também contribuem na polinizacdo das plantas. No
entanto as abelhas serem conhecido como grandes polinizadores das plantas, conseguem
produzir uma grande producédo de mel, propolis, cera e geleia real (MARQUES, 2015).

As abelhas utilizam a cera na construcdo dos favos para armazenamento de alimento

(alvéolos e opérculos), o lugar onde as ceias se desenvolvem, além disso a cera também compGe
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a construcdo da propolis. Hoje em dia, muitas empresas usam a cera como principal componente
ou parte de alguns produtos, (NUNES et al., 2012).

3.1 Producéo da cera

A cera de abelha é material fundamental na construcéo de suas colmeias. Ela também é
muito importante para col6nia, que sem a cera ndo existiria a colmeia. Na sua obra de
construcdo da colmeia as abelhas sempre aplicam a cera com cuidado e de forma delicada para
néo desperdicar (ZIEGLER; SINIGAGLIA e MICHELS 2016).

A cera é produzida pelas abelhas operarias dentro da colmeia com idade entre 12 a 18
dias da vida. Neste periodo de tempo as suas glandulas cerigenas ja alcancam o maximo da sua
producdo. A cera é secretada por quatro pares de glandulas cerigenas situadas no lado ventral
do abdémen. Para produzir um quilo de cera, as abelhas precisam consumir em torno de seis a
sete quilos de mel, e a média de producédo de cera corresponde a 2% da producdo normal de
mel. As abelhas utilizam a cera para o desenvolvimento da criacdo, armazenamento do mel e
polen, além disso eles usam a cera para controlar ou regular a temperatura e odores dentro da
coldénia. A cera imediatamente secretada é branca, modificando sua coloragdo apds a
incorporacdo de polen, casulos e restos larvais, apresentando tons variados de amarelo,
(BARROS et al., 2009; LIRA 2011 e NUNES et al., 2012).

A cera geralmente utilizada pelas abelhas para construcdo dos favos, armazenamento
dos alimentos, controlador de umidade e a temperatura dentro da colmeia, também como lar
onde as crias se desenvolvem, (BARROS et al., 2009). Pois, ele também faz parte na
composicdo da prdpolis. As abelhas recolhem essas laminas de cera do abdémen, mistura com
a saliva, (secrecdes mandibulares) modelam e constroem os favos. Os favos servem para o

depdsito de alimento e espago para a postura da rainha, (NUNES et al., 2012).

3.2 Classificacdo da cera de abelha.

Existem varios tipos de cera alguns vem de origem mineral e outros de origem animais.
De origem mineral, como por exemplo, a cerasina e parafina, as sintéticas, onde sdo obtidas de
oleos originarios do petrdleo, as de origem vegetal, como a cera de carnauba, e outras ceras que

sdo de origem animal, onde a mais conhecida é a cera de abelhas (ZOVARO 2008).
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Segundo o regulamento técnico para fixacdo da identidade e qualidade de cera de
abelhas do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento do BRASIL (2001),
classificou-se a cera de abelhas em dois grupos, que podemos citados abaixo:

e Cera bruta — A cera que ndo tiver passando por qualquer processo de purificacdo, e a
cloracdo de cera apresenta a coloracdo amarelo até o pardo, untuosa ao tato, mole e
plastica ao calor da mao, fratura granulosa, o odor dele lembrando o do mel, sabor
levemente balsdmico e ainda com tragos de mel;

e Cerabranca ou pré-beneficiada quando tiver sido descolorida pela a¢do da luz, do ar ou
por processos quimicos, isenta de restos de mel, apresentando-se de cor branca ou

creme, fragil, pouco untuosa e de odor acentuado.

A coloracdo da cera de abelha varia de branca a amarelo escuro e nessa cloracdo pode ser
contaminado com polen que encontrado no mel, e também o excesso de fervura pode afetar a
cera se torna escura ou quase preta. Além disso a acumulacdo da impureza dos materiais da
abelha também afeta as particulas de propolis e faz com que as propolis se torna escura (NUNES
etal., 2012).

3.3 Composi¢ao quimica da cera

A substancia de cera da abelha apis melifera é secretada por meio de oito glandulas
cerigenas, que estdo situadas na parte inferior do abdémen da abelha, e liberado em forma
liquida que entra em contato com o ar ele se solidifica, maciga, de consisténcia escorregadia,
graxa e se torna uma lamina branca que sdo perfeitamente visiveis (NUNES et al., 2012).

A cera de abelhas é formada através da mistura de substancias com a caréater lipidico e
sdo hidrofébicos. Em seu composto é bastante complexo, e essa mistura inclui hidrocarbonetos,
acidos graxos livres, monoésteres, diésteres, triésteres, hidroximonoésteres, hidroxipoliésteres,
monoésteres de acidos graxo, poliésteres de &cidos graxos, e alguns compostos nao
identificados. A variagdo que acontece na quantidade da cera é dependente dos diferentes
compostos presentes na natureza. Também dependendo da sua subespécie de Apis mellifera, da
idade de cera, e da condicdo climatica da sua producdo (BARROS et al., 2009).

A composigdo quimica da cera de abelha apresenta 70 a 72% de ésteres; 14 a 15% de
acidos céricos livres; 12% de hidrocarbonetos predominante saturados; 1% de alcool. A

caracteristica fisica da cera é estavel, acima da temperatura 30°C ele tornasse plastica, podendo
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ser moldado e em temperatura fria ele facil de quebrar (ZIEGLER; SINIGAGLIA e MICHELS
2016).

Segundo BARROS et al. (2009), em cada familia de compostos é constituida por uma
série homologa, diferindo entre si no tamanho da cadeia por dois &tomos de carbono. Na familia
dos hidrocarbonetos encontram-se dois grupos de compostos mais abundantes, os alcanos e os
alcenos. Entre os alcanos, os mais abundantes sdo moléculas lineares, apresentando um nimero
impar de atomos de carbono com 23 a 31 4tomos de carbono. Os alcenos mais abundantes séo
moléculas com um numero impar de atomos de carbono, maioritariamente com 27 a 39 &tomos
de carbono, com uma dupla ligac&o cis na posicao 10. O contetdo de hidrocarbonetos na cera
de A. melifera varia entre 14 a 16%, sendo o alcano com 27 4&tomos de carbono o mais abundante
(>5%).

Os éacidos graxos livres representam 12-15% da cera de abelha, sendo esta familia de
compostos constituidos por acidos graxos de cadeia linear com um numero par de &tomos de
carbono, na sua maioria por 20 a 36 atomos de carbono. O &cido graxo mais abundante na cera
de abelha é o acido tetracosandico, representando aproximadamente 6% da cera de abelha,
(BARROS et al., (2009).

3.4 Cera de abelha no Brasil

Segundo Lira (2011), com a autorizacdo de D. Pedro Il (Decreto n° 72 de 12 de junho
de 1839), as abelhas da espécie Apis mellifera foi entrar no Brasil levado pelo Padre Antdnio
pinto carneiro com o objetivo de obten¢do da cera que é um dos principais produtos produzido
pela abelha para fabricar as velas que sdo utilizadas na liturgia da igreja catélica. Conforme
(GONCALVES, 2004), a exploracao da cera foi uma das primeiras atividades praticadas com
abelhas do género Apis no Brasil, utilizando-se abelhas eslovenas (Apis mellifera carnica),
caucasianas (A. m. caucasiana), dentre outras subespécies introduzidas no Pais. Portanto,
durante a fase inicial da apicultura brasileira as primeiras colonias foram trazidas
principalmente para atender as necessidades dos religiosos que demandavam a cera para

fabricacéo de velas.

3.5 Utilizagéo da cera pelo homem

As abelhas ja assumiram tanta importancia para o homem que foram consideradas

sagradas para muitas civilizagdes. Com isso, vérias lendas e cultos surgiram a respeito desses
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insetos. Com o tempo, elas também assumiram grande importancia econdmica e a ser
considerado um simbolo de poder para reis, rainhas, papas, cardeais, duques, condes e
principes, fazendo parte de brasdes, cetros, coroas, moedas, mantos reais, entre outros (NUNES
etal., 2012).

A cera tem sido utilizada pelos humanos desde antes de Cristo. Os egipcios a utilizavam
para conservar o corpo de pessoas importantes apos falecimento, ou seja, no processo de
mumificacdo. A palavra miimia possui origem persa ¢ deriva da palavra “moum” que significa
cera. Entre os romanos a cera servia para ser feitas esculturas do perfil humano, sendo ainda
utilizada pelos povos na antiguidade em ceriménias religiosas. Na idade média os escribas
utilizavam pedagos de madeira recobertos com uma fina camada de cera, escrevendo por cima
da cera com estiletes (NUNES et al., 2012).

Os maiores consumidores de cera sdo as industrias de cosméticos (pomadas, logdes,
cremes faciais e labiais), indUstria de velas e industria apicola. Outros usam na fabricacédo de
cremes para calcados, em materiais de impermeabilizacdo, indUstria de armamento, polimento
para pisos, madveis, couros e lentes telescdpicas; na industria farmacéutica, no revestimento de
pilulas, confeccdo de pomadas, canforas, na fabricacdo de graxas, e encaustica (técnica de
pintura que utiliza cera), na composicéo de fita adesiva, gomas de mascar, tintas e vernizes,
sendo um excelente isolante elétrico (NUNES et al., 2012).

O uso "farmacéutico” da cera de abelha remonta ao antigo Egito. A cera de abelha foi o
ingrediente principal em muitas receitas para a preparacdo de pomadas e cremes usados para
ajudar a tirar rugas faciais, para tratar queimaduras e feridas e para aliviar a dor nas articulacdes.
Na Roma antiga, muitos médicos costumavam fazer aplicacGes de um creme conhecido como
"creme frio", a partir do azeite, cera de abelha e agua de rosas para o tratamento de queimaduras,
feridas, cortes, hematomas e fraturas (FRATINI et al 2016).

A cera de abelha desempenha um papel importante também na medicina ayurvédica, e
na medicina tradicional antiga, com o nome de Madhuchishtha. Nos paises ocidentais, a busca
de produtos naturais a serem usados junto com drogas ou, mesmo, para substitui-las, levou a
uma "redescoberta” da medicina (FRATINI et al 2016).

3.6 Caracterizacao fisico-quimico da cera de abelha
Segundo BRAGHINI (2013), a composicao fisica e quimica da cera é variavel devida a

alguns fatores como condi¢fes climéticas, estagio de maturacdo da abelha operarias, tipo de

florada, espécie de abelha, fontes vegetais dos qual € derivada, solo, processamento e
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armazenamento. Muitos pardmetros sdo analisados com o objetivo de comparar tais resultados
com padrdes ditados por 6rgdos oficiais internacionais ou estabelecidos pelo proprio pais,
garantindo assim a qualidade e fiscalizacdo da cera.

Conforme Freitas (2011), as ceras apresentam propriedades bioldgicas e mecanismo
especificada. Atualmente, as ceras naturais sdo amplamente utilizadas na industria téxtil,
alimenticia (chicletes, chocolates, frutas), quimica, farmacéutica, na medicina, na fabricacéo de
diversos tipos de cosméticos (emulsdo, cremes, batons), na industria de papel e embalagens, na
producdo de tintas e no setor de polimento (pisos, sapatos, automoveis), na restauracao de
pinturas em telas e modelagem (NUNES et al., 2012), a valorizacdo destas ceras depende da
sua composicdo e suas propriedades fisico-quimicas.

Segundo Brasil (2001) a cera de abelha destinada a comercializacdo deve atender aos
requisitos minimos de composicdo e qualidade. E caracterizada como um produto secretado
pelas abelhas para formacéao dos favos nas colmeias de consisténcia pléastica, de cor amarelado-
parda, de facil fusdo, e quando ndo tiver passado por qualquer processo de purificacdo, untuosa
ao tato, mole e plastica ao calor da mao, fratura granulosa, odor lembrando o do mel, sabor
levemente balsdmico, temperatura de fusdo 61°C a 65°C, insoluvel em &gua e alcool frios,
parcialmente soluvel em alcool quente, 6leos volateis, éter, cloroférmio e benzeno, indice de
acidez de 17 a 24 mg KOH/g, indice de ésteres 72 a 79, indice de relacdo de ésteres e acidez
3,3 a 4,2 e ponto de saponificacdo turva no maximo 65°C.

3.6.1 Indice de acidez

O indice de acidez é um indicador do conteudo de acidos gordos livres e mono e
poliésteres acidos presentes na cera (BARROS et al.,2009).

A determinacdo da acidez pode fornecer um dado importante na avaliacdo do estado de
conservacdo do 6leo vegetal e gordura animais. Um processo de decomposicdo, seja por
hidrélise, oxidacao ou fermentacdo, altera quase sempre a concentracao dos ions hidrogénio. A
decomposicéo dos glicerideos € acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a acidez quase

sempre acompanhada pela formag&o de acidos graxos livres (LUTZ, p.595 2008).

Segundo VALLE p.52 (2015), o metodo do indice de acidez é empregado para
determinar a acidez dos 6leos vegetais ou animais e gorduras animais. O indice de acidez
corresponde ao numero de miligramas de KOH necessario para neutralizar a acidez de 1 g de
uma amostra de 6leo vegetal ou animais e gordura animais (mg KOH/g), sendo essa acidez

reflexo da presenca de acidos graxos livres na amostra. A reagdo ocorrida durante a
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determinacdo é uma neutralizacdo simples. Os &cidos graxos livres reagem com a base titulante,

hidréxido de sodio ou hidréxido de potéssio, formando sais e dgua.

i ﬁ
R—|(‘!—OH + NaOH —» R ——C—0ONa* 7 H,0
hidroxido de sodio saia agua

acido graxo
Figura 1. Reacdo da titulacdo de &cidos graxos com solu¢do alcalina de hidroxido de sodio.
Fonte: VALLE (2015)

3.6.2 Indice de saponificacio

O indice de saponificacdo um indicador do conteudo de acidos gordos livres e de acidos
gordos esterificados, os quais séo libertados durante o processo de saponificacdo (BARROS et
al., 2009)

Segundo VALLE p.52 (2015), 6leo ou gordura quando aquecidos na presenca de
solucdo aquosa ou alcoolica de hidroxido de sddio ou potassio, forma-se glicerol e uma mistura
de sais alcalinos de acidos graxos, que sdo os sabdes, caracterizando a reacdo de saponificacéo.
E essa reacdo também indica a quantidade de base a ser utilizada para saponificar
completamente o 6leo, sendo definido como a quantidade de miligramas de hidréxido de
potassio requerido para saponificar um grama de 6leo ou gordura.

O ﬁ
R4 C 0] CH, R——C——ONa"*
0 H,C——OH ﬁ
Re——C—0—CH, | 3NaOH ——» HC—OH + R,—C—ONa’
0]
hidroxido de sodio OH ||
Gliserol

Gliceridio (gordura) sabdo

Figura 2. Reacdo paralela de saponificagdo de uma molécula de triglicerideo.
Fonte; VALLE (2015)
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3.6.3 Ponto de fuséo

Os dbleos e gorduras naturais, de origem vegetal ou animal, sdo misturas de glicerideos
e de outras substancias e consistem de inUmeros componentes. Estas substancias ndo exibem
um ponto de fusao definido e nem preciso. Portanto, o termo “ponto de fusao” nao implica nas
mesmas caracteristicas das substancias puras de natureza definitivamente cristalina. As
gorduras passam por um estagio de amolecimento gradual antes de se tornarem completamente
liquefeitas. O ponto de fusdo deve ser definido por condicbes especificas do método pelo qual
¢ determinado e, neste caso, ¢ a temperatura na qual a amostra torna-se perfeitamente clara e
liquida (LUTZ p.604 2008).

3.7 Toxicidade

Na avaliacdo da toxicidade dos produtos naturais é realizada para avaliar a seguranca
no tratamento com fitoterapicos. A necessidade de realizar ensaios com técnicas simples e
rapidas levou a busca por novos testes (Silva et al., 2013).

O uso dos produtos naturais baseados na tradicionalidade ndo é suficiente para valida-
las cientificamente como medicamentos eficazes e seguros. Como corpo estranho no
organismo, os produtos de sua biotransformacdo sdo potencialmente toxicos até que se
comprove a sua eficacia sem danos ao organismo humano (PONTE, 2003). A letalidade de
organismos simples tem sido utilizada para um monitoramento rapido e relativamente simples
da resposta biologica onde exista apenas um parametro envolvido: morte ou vida. Portanto 0s
resultados podem ser tratados estatisticamente com maior facilidade. O ensaio de letalidade
permite a avaliacdo da toxicidade geral, sendo considerado essencial como bioensaio preliminar
no estudo de compostos com potencial atividade bioldgica, (SILVA at al., 2013).

O teste de toxicidade contra a Artemia salina é um ensaio biologico considerado como
uma das ferramentas mais utilizadas para a avalia¢ao preliminar de toxicidade. Desta forma, A.
salina tem sido utilizada como um organismo alvo para detectar compostos bioativos nos
extratos, nesse ensaio de toxicidade para este crustaceo tem demonstrado uma boa relagdo com
a atividade citotoxica contra tumores humanos e atividade contra o Trypanossoma cruzi,
protozoario causador da doenca de Chagas (AMARANTE et al, 2011). As larvas Artemia salina
Leach sé&o espécies de microcrustaceo marinho (PONTE 2003).

A importancia de realizagdo o teste de toxicidade na busca de uma terapéutica eficaz e
menos toxica, trazendo assim um maior conforto e melhor qualidade de vida aos pacientes
(HOCAYEN et al., 2012),
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3.8. Atividade Antioxidante

Os antioxidantes sdo um grupo de substancias ou compostos que, quando presentes em
concentracdes ideais em relacdo aos substratos oxidaveis, reagem com os radicais livres
impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo. Eles também sdo agentes responsaveis pela
inibicdo e reducdo das lesdes causadas pelos radicais livres nas células (RODRIGUES, et al.
2017).

Os antioxidantes tém a capacidade de reagir contra os radicais livres diminuindo os seus
efeitos nocivos. O termo antioxidante refere-se a compostos quimicos que diminuem os efeitos
oxidativos de lipidios e protege o sistema bioldgico contra a reacdo que podem causar oxidagdo
excessiva, proteinas e acidos nucleicos causados pelos radicais livres. Em outras palavras,
(RUFINO et al., 2007; OLIVEIRA,2017).

O nome radical livre refere-se a moléculas com atomos reativos que contém um numero
impar de elétrons em sua ultima camada eletronica. Eles sdo moléculas instaveis e altamente
reativas, que possuem um elétron ndo emparelhado em seu orbital. Eles também séo conhecidos
por desenvolver um papel duplo, como espécie benéfica e deletéria. A producdo dos radicais
livres continua pelos sistemas enzimaticos é parte da funcdo celular normal e, em nivel
moderados, € essencial a saude por estarem envolvidos em Varios processos biolégicos. O
equilibrio entre producao e remocéo de radical livre é realizado pelo mecanismo de defesa do
corpo, que garante as concentracdes ideais. Quando ha um desequilibrio causado por producéo
excessiva de radical livre de forma endogena (reacdo metabdlica) ou por fatores exdgenos
(radiacdo ionizantes), ocorre o estresse oxidativo, que estéd fortemente relacionado a uma ampla
variedade de doencas humana (NASCIMENTO, 2016).

O organismo humano produz constantemente radicais livres por meio de suas atividades
metabdlicas normais que envolvem reacGes de transferéncia de elétrons. Apesar de ser um
processo normal na vida dos organismos vivos, quando em excesso, podem gerar estresse
oxidativo, levando a alteracdes teciduais responsaveis por diversas patologias, como artrites
inflamatorias, diabetes e processos degenerativos como doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson (RODRIGUES, 2017; ANGELICA, 2011).

A capacidade de sequestro do radical livre DPPH pela amostra é determinada pela
habilidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estadvel DPPH. A propriedade de
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sequestrar radicais livres dos compostos presentes em Varios extratos de plantas ou micro-
organismos tem sido recentemente apontada sugerindo um possivel papel redutor destes
compostos, diminuindo os riscos de doencas cardiovasculares em humanos. O sequestro de
radicais livres ¢ um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a agdo dos antioxidantes o
método da captura do radical livre DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazila), é baseada na reacéo
quimica apresentada na figura 4, que avalia essa captura do radical livre DPPH por
antioxidantes, produzindo um decréscimo na absorbancia a 517 nm ou 520 nm. (SANTOS, et
al., 2011).

Figura 3. Reacéo de estabilizacdo do radical livre DPPH

O,N
NO 2
: i [ I =
N—N NO, + R ——> EN‘N NO,

Fonte: (SANTOS et al., 2011)
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao de Amostra da cera de abelha

A cera de abelha foi obtida de um apicultor na regido do macico de Baturité no distrito
de Aratuba, Camardo — CE que situada a 868 metros de altitude e tem a seguintes coordenadas
geogréafico: latitude: 4° 13” 35” Sul, longitude: 39° 12’ 1” Oeste. O periodo da coleta foi 20 a
25 de junho de 2016. A extracdo e as analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio
Biotecnologia e Ciéncias Naturais (LaBioCN) ou laboratorio quimica organica e quimica

inorganica na UNILAB.

Figura 4. Cera de abelha bruto que obtida do apicultor na regido do macigo de Baturité.

4.2 Preparacéo do extrato

A amostra de cera de abelha foi triturada e pesado 33,15 g posterior colocada em um
Erlenmeyer de 250 mL. Depois foi adicionado em torno de 150 mL de etanol P.A. A solucéo
ficou em repouso por trés dias. Depois, ela foi filtrada e o solvente evaporado com auxilio de

um evaporador sob temperatura inferior a 60 °C para retirada do solvente.

4.3 Analise fisico-quimico da cera de abelha

Nas andlises fisico-quimicas da cera de abelha foram realizadas para obtencdo do indice
de acidez, indice de saponificacdo e temperatura de fusdo. A metodologia utilizada foi a mesma
de SANTOS apud BERNAL, (2015) e Lutz (2008).
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4.3.1 Determinacéo do indice de acidez

Na determinacdo do indice de acidez, 1,0 g de cera de abelha foi colocada dentro de um
Erlenmeyer de 250 mL. Depois foram adicionados 50 mL de cloroférmio para solubilizar a
amostra, que foi agitada manualmente até a solugdo ficar homogénea. Em seguida foram
adicionadas duas gotas de indicador de fenolftaleina e a solugdo foi titulada com solucéo
metanolica NaOH 0,05 M. Uma amostra em branco de cloroférmio também foi titulada para
correcdo da acidez do solvente. O indice de acidez (em mg de KOH/qg) foi calculado pela

férmula;

56,11xMx (V = V")
m

indice de acidez =

Onde:
M = molaridade da solugdo metanol NaOH; V = volume (mL) de solu¢do de metanol NaOH
que € necessario para a amostra; V’ = volume (mL) de solugdo de metanol NaOH necesséria

para 0 ensaio em branco; M = a massa (g) da amostra de cera de abelha.

4.3.2. Determinacao do indice de saponificacdo

Para determinar o indice de saponificacdo foi utilizado 1,0 g de amostra cera da abelha.
A amostra foi colocada dentro de um tubo de ensaio e foram adicionados 4 mL da solucédo
alcoodlica KOH 4M. Em seguida a mistura foi mantida em banho maria com a temperatura
aproximadamente de 100 °C durante 1 hora. Depois, toda a amostra foi transferida para uma
erlenmeyer de 150 mL. Na sequéncia foram adicionadas 2 gotas de indicador fenolftaleina para
posterior titulacdo com a solucéo de acido cloridrico (HCI) 0,5M. Um ensaio em branco também
foi realizado. As determinacdes foram feitas em triplicata. A saponificacio, expressa em mg de

KOH/g, foi calculada pela formula:

28,06 xM (V —V")
m

indice de saponificacio =
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Onde;
V ¢ o volume (mL), de solugdo de acido cloridrico exigido pelo branco; V’ € o volume (mL),
de solucdo de HCI necessério para a titulacdo; M € a molaridade da solucdo de HCl; e m é a

massa (g), da amostra de cera de abelha.

4.3.3 Determinacéo da temperatura de fuséo;

Na determinacdo da temperatura de fusdo da cera de abelha foi utilizado um sistema
composto por um béquer de 100 mL e uma chapa aquecedora. Duas gramas de amostra da cera
de abelha foram entdo colocados em um banho da agua quente. A temperatura foi aumentada
lentamente até a amostra pasar do estado solido para liquido. A temperatura no qual ocorreu

este fendbmeno foi registrada e a analise foi realizada triplicata.

4.4 Teste Toxicidade

No ensaio de toxicidade do extrato da cera de abelha frente as larvas Artemia salina foi
realizado atraves da metodologia adaptado pelo AMARANTE et al., (2011). Uma solucdo com
sal marinho (sal cozinhar) na concentragéo de 30 gL foi preparada. Esta solucéo foi utilizada
para eclosdo dos ovos de Artemia salina e no preparo das demais dilui¢bes. Os ovos foram
colocados para eclodir na solucdo salina por até 48 horas, com iluminagdo artificial e

temperatura ambiente que variou de 26 a 29 °C.

Figura 5. A criacdo das larvas Artemia salina na agua salina com iluminacdo artificial.

Fonte: Autor.
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Depois que as larvas nasceram, foi preparada uma solucdo do extrato da cera contendo
19 mg do extrato com 19 mL de DMSO 1% (dimetilsulféxido). Esta solucdo foi preparada com
ajuda de banho ultravioleta, resultando-se em uma solucdo estoque de concentragdo 1 mg/mL
ou 1000 ppm. Depois foram preparados 5 tubos de ensaio com solugdes a partir de solugéo
estoque nas concentracdes (500, 250, 125, 62,5, 31,2 ppm). Cerca de 10 larvas de Artemia
salina foram transferidas para tubos contendo a solucédo salina e amostras a serem testadas. O
ensaio foi realizado em triplicata, sendo que a contagem das larvas mortas e vivas realizadas
apos 24 e 48 horas. O teste foi acompanhado de um controle negativo, somente com agua salina.
Os resultados foram analisados por programa de probit analysis para obtencao da dose letal do

extrato para 50% (DLso) da populag&o.

Figura 6. Criag&o das larvas Artemia salina contendo solugdo salina e amostra cera de abelha

Fonte: Autor.

Passado 24 e 48 horas de incubacao das larvas de Artemia salina, foi realizado a contagem
de exemplares de Artemia salina vivas e mortas sendo o percentual de sobrevivéncias calculado

através da seguinte formula:

%M = XxlOO
X
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Onde;
%M = percentagem de mortalidade, X = nimero de organismos vivos, y = nimero total de

organismo no tubo.

4.5. Andlise da atividade antioxidante
Na anélise da atividade antioxidante do extrato de cera de abelha utilizando o método
que proposta pelo RODRIGUES et al. (2017).

A atividade antioxidante dos extratos de cera da abelha foi determinada pelo método
fotocolorimétrico in vitro realizada por meio do sequestro de radicais livres, usando o DPPH
(2,2 difenil-1-picril-hidrazila). Essa andlise é baseada na habilidade de compostos em doar um
préton para o radical DPPH e formar estruturas de ressonancia estaveis, estabilizando assim o

radical livre.

4.5.1. Preparacdo 100 mL da solucdo Etanol de DPPH.
Na preparacao da solucéo Etanol do radical livre DPPH 60uM foi pesar 2,4 mg de DPPH
e dissolvida em solugdo Etanol P.A em baldo volumétrico até o volume de 100 mL em protecdo

da luz.

4.5.2. Andlise de atividade antioxidante.

Nesta analise foi preparada uma solucdo do extrato da cera contendo 10 mL da cera de
abelha bruto e diluido com 80 mL de solvente Etanol, a qual foi repouso por 2 horas. Depois
foram preparados 5 tubos de ensaio para preparar solucdes Etandlicos com extrato nas seguintes
concentracdes (0,5, 0,25,0,125,0,0625,0,0312 mg/mL), em triplicata. Nessa concentragdo
foram adicionados 2 mL da solucéo Etanol de DPPH, foram deixados em ambiente escuro por
30 minutos para ocorre a reacdo. Posteriormente foram medidas as absorbancias com auxilio
de Espectrofotdmetro de Ultravioleta UV/Vis com comprimento de onda ajustado para 520 nm.
Um teste em branco foi realizado com o solvente Etanol para calibrar. Foi utilizado a mistura
do solvente Etanol com a solucdo de DPPH em volume (1:1). Todas as leituras foram realizadas
em triplicata e com a média dos dados obtidos foi calculada a diferenca de absorbancia entre as
amostras e o controle negativo, sendo as atividades antioxidantes percentuais obtidas por

regresséo linear, para cada fase.
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A atividade antioxidante (AA) das amostras por sequestro do DPPH foi expressa em
percentagem, segundo a equacao:

% inibicio DPPH = (Abs. DPPH — Abs. amostra) 100
0 tHpLeao - Abs. DPPH x

Onde,
Abs. DPPH = absorbéancia da solucao etandlico do radical DPPH;
Abs. amostra = absorbancia da amostra apds 30 minutos de reacdo com a solugdo de DPPH.

O valor ICso (mg/mL) é a concentragdo necessario para inibir 50% do radical livre DPPH
inicial, foi calculado através de regressao da reta do gréfico.

Devido a dificuldade em padronizar os resultados, o indice da atividade antioxidante
(AAl-Antioxidant Activity Index) € um método para avaliar a eficiéncia do antioxidante
considerando a concentragdo do DPPH e os valores de ICso. A indice de atividade antioxidante

foi calculada utilizando a seguinte equagéo:

[DPPH]total (mg/mL)
IC50 (mg/mlL)

AAl =

Onde:
[DPPH] finat = concentracao final da solugéo etanolico de DPPH;

ICso = concentragdo de extrato antioxidante necessaria para inibir 50 % do radical DPPH.

Ambos expressos em mg/mL.

Tabela 2. Potencial antioxidante de acordo com o indice da atividade antioxidante.

AAI Capacidade antioxidante
<05 Fraco
0,5a1,0 Moderada
1,0a2,0 Forte
>20 Muito Forte
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5. RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Obtencéo do extrato da cera de abelha.

No processo de obtencdo da amostra bruto da cera de abelha utilizando Etanol como
solvente, de 33,15 g de amostra bruta e obteve 12,143 g do extrato e cerca de 36,63 % do
extrato extraida como mostra na tabela em baixo. O extrato foi utilizado para realizar as
analises.

Tabela 3. Resultado da extracdo da cera de abelha com solvente Etanol P.A

A cera de abelha Solvente Massa obtida do Rendimento do
bruto extracao (g) extrato da cera (%)
33,159 Etanol.P.A. 12,143 g 36,63 %

5.2 Caracterizacdo fisico-quimica da cera de abelha;
Os resultados da caracteristica fisico-quimico do extrato da cera de abelha estdo

expressados na tabela 3 abaixo;

Tabela 3. Resultado da caracterizagdo do extrato da cera de abelha

Ensaios Referencias Resultad Unidades
0s
Indice de acidez SANTOS apud
BERNAL, (2015) e 11,4 mg KOH/g
Lutz (2008)
Indice de SANTOS apud
saponificacao BERNAL, (2015) e 53 mg KOH/g
Lutz (2008)
Autor
Ponto de fusdo (sistema montada) 62 a 65 °C
Ponto de turbidez SANTOS apud
no processo de BERNAL, (2015) e 62 a 65 °C
saponificagdo Lutz (2008)

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que, o indice de acidez esté abaixo do

proposto nas legislacbes BRASIL (2001), mas o indice de saponificacdo e a temperatura de
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fusdo da cera de abelha estdo de acordo com a legislacdo. Segundo legislagdo BRASIL (2001),
o indice de acidez deve ter em torno de 17 a 24 mg KOHY/g, indice de saponificacdo observado
pela sua turbidez maxima 65 °C, e o ponto difusdo entre 61 a 65 °C.

De modo controverso, foi publicado um estudo que mostra na ficha de informacdes
técnicas da cera de abelha um indice de acidez em torno de 7,0 a 12,0 mg KOH/g, um indice de
saponificacdo entre 43,0 a 53,0 mg KOH/g e o ponto difusdo entre 60 a 65 °C (GOMES, 2015).
Os resultados apresentados pelo autor citado estdo de acordo com os resultados obtidos nesta
pesquisa.

Por isso é possivel afirmar que a cera de abelha obtida no distrito de Aratuba esti em
discordancia com a legislagdo BRASIL (2001) apenas com relacdo ao indice de acidez.

Porém quando se compara com outras referéncias é possivel encontrar a cera de abelha
com indice de acidez na mesma faixa de valor encontrada nesta pesquisa, assim como revela a

Tabela a sequir.

Tabela 4. VValores de indice de acidez da cera de abelha.

Referéncia Faixa de indice de acidez (mg KOH/g)
MAIA, M. e NUNES, F. M. (2012) 8,2-18
BASTON et al (2008) 7,66- 10,52

Esta divergéncia quanto ao indice de acidez pode-se justificar baseado nas diferentes
composic¢des quimica e qualidade da cera de abelha, que dependem da parte das subespécies de
Apis mellifera, da idade da cera, e das condi¢bes climaticas da sua producdo. Esta variacdo
ocorre principalmente na quantidade relativa dos diferentes componentes presentes do que na
sua natureza (BARROS et al.,2009).

Podemos acrescentar que nos Ultimos cinco (5) anos o estado nordeste incluindo estado
Ceard, principalmente no macigo de Baturité, foi registrado uma modificagdo brusca no clima,
causado principalmente pela falta de chuva, fazendo com que o maci¢o de Baturité-CE sofra
com a seca. Este fato pode afetar diretamente as propriedades das plantas, que o sdo a base dos
alimentos das abelhas, afetando por fim também a sua produgéo (MARENGO et al (sd)).

5.3 Teste de toxicidade do extrato da cera de abelha;
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O resultado do ensaio de toxicidade frente das larvas Artemia salina do extrato etanol

da cera de abelha, em até 24 horas, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 5 - Resultado do teste toxicidade frente das larvas Artemia salina do extrato etanol da

cera de abelha durante um periodo de 24h.

Concentragcdo Total das larvas Larvas (A. salina) % da DLso
(ppm) (A. salina) mortos mortalidade (ppm)
500 30 - - -
250 30 - - -
125 30 - - -
62,5 30 - - -
31,2 30 - - -
controle 30 - - -

A Tabela 3 revela que em até 24 horas ndo foi possivel observar o indice de toxicidade,

por que ndo apresenta registo de mortalidade das larvas Artemia salina, tanto na agua salina

(controle negativo) quanto no extrato da cera de abelha por um periodo de 24 horas de

incubacédo. E ndo foi possivel calcular DLso atraves do programa DLsg do probit analysis em

funcdo de ndo apresenta o valor minimo de mortalidade que é de 50 %.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos em relagcdo a morte das larvas Artemia salina

por um tempo de até 48 horas.

Tabela 6. Resultado do teste toxicidade frente das larvas Artemia salina do extrato etanolico da

cera de abelha durante um periodo de 48h.

Concentracdo Total daslarvas Larvas (A. salina) % da DLso
(ppm) (A. salina) mortos mortalidade (ppm)
500 30 8 26,7 -
250 30 8 26,7 -
125 30 8 26,7 -
62,5 30 8 26,7 -
31,2 30 8 26,7 -
Controle 30 - - -
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A Tabela 6 mostra que com 48 horas de andlise a porcentagem da mortalidade das larvas
foi de 26,7% para os extratos da cera de abelha. Nos resultados referentes ao controle negativo,
ndo foi encontrada uma taxa de mortalidade das larvas. Também néo foi possivel calcular DLsg
em funcgéo dos resultados ndo terem apresentado uma taxa minima de mortalidade das larvas de
pelo menos 50 %.

De acordo com AMARANTE et al., (2011) para determinar o grau de toxicidade ou
dose letal 50% (DLso) de uma amostra considerando seguintes forma: baixa toxicidade quando
dose letal 50 % (DLso) > 500 ppm, quando moderada para dose letal DLso entre 100 e 500 ppm
e muito toxico quando (DLso) < 100 ppm. Assim pode-se afirmar que a cera de abelha ndo tem
toxicidade frente a larva Artemia salina. 1sso significa que a cera é uma boa matéria que poderia
utilizar na proxima analise mais profunda sua eficaz sem danos ao organismo humano, que Util
para utilizar como medicamentos e também para fabricacdo da pomada para pele.

Né&o foi encontrado na literatura artigo que reportasse sobre a utilizacdo da cera de
abelha no ensaio de toxicidade frente das larvas Artemia salina. Mas de acordo com PONTE
(2003) na sua pesquisa sobre toxicidade pré-clinica de fitoterapicos a base de mel, propolis e
extratos de Mikania glomerata, Eucalyptus globulus ou da associacédo Zingiber officinale E
Allium sativum frente aos animais ndo apresentaram efeitos toxicos (agudo ou crdnico)

relevante do ponto de vista clinico, em camundongos Swiss e ratos Wistar de ambos 0s sexos.

5.4. Andlise de atividade antioxidante

O resultado da atividade antioxidante frente ao radical DPPH s&o apresentados na tabela
7, revelou que o extrato da cera de abelha apresentou a atividade antioxidante com aumento da
concentracdo, isso explica que o extrato de cera de abelha tem propriedades de 6xido-reducéo,
que é a adsorcdo ou neutralizacdo de radicais livres DPPH. Segundo RODRIGUES et al.,
(2017), a intensidade da acdo antioxidante pode ser apresenta devido ao nimero e posicdo de
hidroxilas presentes nas moléculas. O valor de calculo de concentragéo inibitoria 50% ICs foi
0,218 mg/mL e o valor de indice de atividade antioxidante IAA iguala 1,72 mg/mL. Como este

resultado mostra que o extrato da cera de abelha apresenta a atividade antioxidante forte.

Durante a pesquisa ndo encontra a literatura que relata sobre o estudo do potencial
antioxidante utilizando o extrato da cera de abelha. Mas varios estudos comprovaram que o mel

e polen apresentam a atividade antioxidante significativa.
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Tabela 7. Resultado da andlise atividade antioxidante com sequestro radical livre DPPH
através da Espectrofotdmetro de Ultravioleta UV/Vis.

Concentracao % Absorc¢ao Absorcao r IC50
(mg/mL) inibitéria total (mg/mL)
X Y Z XY,z
0,5 84,000 0,058 0,062 0,06 0,060  +0,002
0,25 64,978 0,130 0,121 0,143 0,131  +0,011
0,125 41,244 0,224 0,221 0,216 0,220 +0,004 0,218
0,0625 25,333 0,287 0,278 0,275 0,280  +0,006
0,0312 16,800 0,301 0,318 0,317 0,312  +0,009
DPPH 0,375

Gréfico 1. Percentagem (%) de inibicdo do Radical livre do DPPH em relacao as
concentracdes de amostra do extrato da cera de abelha (Apis melifera).
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CONCLUSAO

Com base nestes estudos pode-se afirmar que a cera de abelha do distrito de Aratuba,
Camardo — CE apresenta a boa qualidade e ele ndo apresenta toxica frente a larva Artemia salina
na avaliacdo de toxicidade e a cera também apresenta a atividade antioxidante forte com
aumento de concentragdo e inibiu 84 % do radical livre de DPPH. Com estes resultados pode-
se concluir que as propriedades apresentadas pelo extrato obtido fazem com que ele seja

promissor para uso e aplicacdes na medicina.

Esses sdo estudos preliminares e servem como inicio para estudos posteriores como o
isolamento, a purificacdo e a analise da sua acdo antimicrobiana dessas substancias e a

finalidade por testar a viabilidade terapéutica para o uso no futuro.
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