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RESUMO

SALGUEIRO, Fernanda Barbosa. Caracterizacdo da propolis verde brasileira:
substancias fendlicas, atividade biologica e analise quimiométrica. 2016. 157p.
Tese (Doutorado em Ciéncias - Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ.

A propolis € um material resinoso coletado pelas abelhas de diferentes partes das
plantas, sua composicdo e as suas propriedades bioldgicas dependem do clima, solo,
vegetacdo e da espécie da abelha. A propolis tem grande potencial de aplicacdo
terapéutica, devido a sua composicéo e propriedades farmacoldgicas. Nesse trabalho foi
determinado o teor de substancias fendlicas, a capacidade antioxidante e composicdo
quimica por CLAE-DAD de doze amostras de propolis verde, adquiridas de apicultores,
e dezesseis extratos de propolis comerciais, provenientes de diferentes regifes do
Sudeste do Brasil. A capacidade antioxidante dos extratos foi avaliada qualitativamente
através do teor de fenolicos totais, pelo método de Folin—Ciocalteau, e flavonoides pelo
método de complexacdo com cloreto de aluminio. A quantificacdo do potencial
antioxidante foi realizada pela captura dos radicais organicos DPPH e ABTS™, além do
método de reducdo do ion férrico (FRAP). Analises por cromatografia liquida de alta
eficiéncia permitiram a identificacdo e quantificacdo de acido clorogénico, acido
cafeico, acido ferulico, &cido para-cumaérico, acido rosmarinico, &cido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico (Artepillin C), vanilina, hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide e pinostrobina. Em todos os extratos de propolis analisados foi
identificado o Artepillin C, marcador quimico para propolis verde. Destacamos que
neste trabalho foi reportada pela primeira vez a presenca de &cido rosmarinico em
propolis do Rio de Janeiro. Métodos quimiométricos de analise exploratoria, utilizando
Analise por Componentes Principais foram utilizados para discriminar extratos de
propolis verde in natura daqueles extratos comerciais. O potencial antioxidante in vivo
dos extratos etandlicos de propolis foram avaliados utilizando cepas controles de
Saccharomyces cerevisiae como modelo de sistema biolégico e foram avaliados
tolerancia ao estresse e proxidacdo lipidica. A atividade antifingica dos extratos
etandlicos de prépolis in natura foram avaliados, e inibiram o crescimento in vitro do
fungo fitopatégeno Fusarium oxysporum.

Palavras chaves: propolis verde, polifendlicos, CLAE-DAD, antioxidante, quimiometria



ABSTRACT

SALGUEIRO, Fernanda Barbosa. Characterization of Brazilian green propolis:
phenolics compounds, biological activity and chemometric analysis. 2016. 157p.
Tese (Doutorado em Ciéncias- Quimica Organica). Instituto de Ciéncias Exatas,
Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ.

Propolis is a resinous material collected by bees from different parts of plants. Both its
composition as its biological properties are dependent on factors such as climate, soil,
vegetation and species of collecting bees. Propolis has great potential for therapeutic use
due to its chemical composition and pharmacological properties. Herein it was
determined the contents of phenolic compounds, antioxidant capacity and chemical
composition (assessed by HPLC-PAD) of twelve green propolis samples from
beekeepers and sixteen commercial propolis extracs from different regions of Southeast
Brazil. The antioxidant abilities of the extracts were qualitatively determined through
the total phenolic contents using the Folin—Ciocalteau method. Total flavonoids were
assessed by the method of complexation with aluminium chloride. The quantitative
antioxidant activiti of propolis extracts were determined both by trapping the organic
radicals DPPH and ABTS™ as well by the iron reduction method (FRAP). High
pressure liquid chromatography allowed the identification and quantification of
chlorogenic acid, caffeic acid, ferulic acid, para-coumaric acid, rosmarinic acid,
vanillin, hesperidin, naringenin, pinobanksin, kaempferol, 4-hydroxy-3,5-diprenyl
cinnamic acid (Artepillin-C), kampheride and pinostrobin. Artepillin C, a well known
chemical marker of propolis, was present in all propolis extracts analyzed. We highlight
that the presence of rosmarinic acid in propolis samples from Rio de Janeiro was
reported for the first time in this work. The discrimination between green propolis in
natura and commercial green propolis extracts was performed using PCA (Principal
Component Analysis) statistical method. The antioxidant capacity in vivo of propolis
extracts were evaluated using Saccharomyces cerevisiae as biological system model,
assessing important parameters as stress tolerance and lipid peroxidation rate. The
antifungal activity of ethanol extracts of propolis in natura were tested against the
phytopathogenic fungus Fusarium oxysporium.

Keywords: green propolis, polyphenolics, HPLC-PAD, antioxidant, chemiometrics.
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1- INTRODUCAO

A propolis é uma mistura de substancias resinosas, gomosas e balsamicas
coletadas pelas abelhas meliferas de brotos, flores e exsudatos de plantas (Figura 1), as
quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e pdlen para a elaboracdo do
produto final (TORETI et al., 2013). As abelhas Apis séo as utilizadas pelos apicultores
na producédo da propolis, do mel e outros produtos, por apresentarem maior rendimento
na producéo destes produtos.

A composicdo quimica da propolis é bastante complexa e variada, estando
diretamente relacionada com a localizacdo, época da colheita e as plantas das quais as
abelhas coletam as resinas (TEIXEIRA et al., 2003; PARK et al., 2005; FREITAS et al.,
2010; KUREK-GORECKA et al.,2014).

Figura 1- Abelha coletora de material para a producdo de propolis
(http://www.otempo.com.br/interessa/biologo-afirma-que-gotas-de-prépolis-
combatem-o0-aedes-1.1222336)

No Brasil, o interesse pela propolis aconteceu somente na década de 80 com o
trabalho pioneiro de Ernesto Breyer, que recomendou a utilizacdo da prdpolis como
antibiotico natural (LIMA, 2006). Desde este periodo, a propolis vem ganhando
destaque nos mercados nacional e internacional. Como consequéncia, observou-se
incremento do valor agregado ao produto, sendo este um dos importantes indicadores de
desempenho da cadeia produtiva da apicultura. Atualmente, segundo produtores e
exportadores, a producdo da propolis brasileira gira entre 49 e 150 toneladas anuais € 0
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consenso é que o Brasil seja 0 segundo maior produtor mundial, seguido pela China
(LIMA, 2006). As condicdes climaticas, geogréficas e as caracteristicas da vegetacao
brasileira favorecem esta producdo que tem sua maior demanda voltada para o mercado
japonés. Dentre os varios tipos de propolis brasileira, 0s que mais se destacam sdo a
prépolis verde e a vermelha. Estas sdo, em sua grande parte, exportadas para outros
paises como o Japdo e a China, e I& sdo vendidas a pregos elevados.

O interesse crescente pelo consumo de propolis no Brasil e no mundo se reflete
no aumento das pesquisas envolvendo estudos da sua composicdo quimica e das
diversas aplicacdes na medicina popular, as quais relatam seu potencial terapéutico.
Diversas propriedades biolégicas como, antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdria,
cicatrizante, anestésica, anticarcinogénica, antiviral e fitotoxica vém sendo atribuidas a
prépolis e aos seus constituintes (SFORCIN e BANKOVA, 2011).

Correntemente, a comercializacdo da propolis ocorre na forma de extratos
alcodlicos ou hidroalcodlicos. O alto valor agregado a propolis € um incentivo para um
sério controle de qualidade dos produtos apicolas produzidos no Brasil, para que o
mesmo ndo perca mercado para outros paises produtores. Em virtude do aumento do
consumo dessas tinturas existe uma preocupacao crescente sobre a necessidade de se
conhecer a sua composi¢do quimica, e assim tentar estabelecer uma correlagdo entre as
substancias identificadas e as suas propriedades farmacoldgicas. Tais informacGes
servem como estimulo para se desenvolver um processo de controle de qualidade deste
produto, por ser a analise de sua composicdo quimica importante indicador da origem
botanica das plantas que originaram a propolis.

A associacdo da origem botanica aos elementos climaticos da regido implica
diferencas marcantes no aspecto quantitativo e qualitativo da composi¢cdo quimica da
prépolis, dificultando a obtencdo de regularidade na eficacia farmacol6gica do produto.
Assim, a determinacdo da composicdo quimica da propolis € de extrema importancia
para assegurar uma maior qualidade da prépolis produzida no Brasil. Deve-se inclusive
se assegurar que durante o processo de preparacdo do extrato ndo se deteriore o produto,
e dessa forma, garanta sua aplicacéo terapéutica (BANKOVA, 2005).

A investigacdo da composicdo quimica da propolis é fundamental para a
associacdo entre as substancias bioativas presentes com as respectivas propriedades

farmacolégicas. Tendo em vista 0 crescimento econdémico e das pesquisas cientificas
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sobre a propolis no pais e a pouca informacdo sobre a prépolis no estado do Rio de
Janeiro, o propdsito desse estudo foi determinar a composi¢do quimica e a capacidade
antioxidante de doze amostras de prépolis verde bruta e de dezesseis amostras de
tinturas de prépolis comercializadas em diferentes regides do Sudeste do Brasil. Os
extratos de propolis preparados e as tinturas comerciais de propolis foram analisados
por CLAE-DAD a fim de avaliar e quantificar as diferentes substancias (principais
marcadores), e desta forma tentar correlaciond-los com as suas propriedades
antioxidantes. Além disso, a analise de componentes principais (PCA) foi aplicada ao
conjunto de resultados obtidos para as amostras dos extratos etandlicos da propolis
bruta e para as tinturas comerciais, para efeitos de comparacao e avaliagcdo da qualidade

dos extratos comerciais.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A propolis

A palavra prépolis é derivada do grego, onde pro significa “em defesa de” e
polis “cidade”, isto ¢, em defesa da cidade ou da colmeia, e reflete a sua funcéo para a
colmeia.

A propolis mais conhecida é a produzida pela abelha Apis mellifera Lineau
(Apidae). De acordo com SEELEY (1995), a propolis na colmeia atende basicamente
duas fungdes: mecénica (por evitar perda de calor por convecgéo) e quimica (ao garantir
a assepsia, principalmente na regido das crias). A propolis também protege a colénia de
doencas, devido a sua eficacia antisséptica e propriedades antimicrobianas (SALATINO
et al., 2005; PARK et al., 2005).

A propolis € um produto natural originado a partir da mistura de substancias
resinosas, coletadas de estruturas vegetais, com a cera e enzimas salivares das abelhas.
N&o sdo conhecidos os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras de
resina por uma determinada fonte vegetal, mas se sabe que elas sdo seletivas nesta
coleta. Possivelmente, esta escolha esteja relacionada com a atividade antimicrobiana da
resina, uma vez que as abelhas utilizam a propolis como um antisséptico (SAHINLER e
KAFTANOGLU, 2005) para prote¢édo da colmeia. Durante a coleta da resina, as abelhas
misturam a cera e substdncias salivares, que contém a enzima p-glicosidase que
hidrolisa os flavonoides glicosilados a agliconas (GHISALBERT], 1979). A cor, sabor e
0 aroma da propolis variam de acordo com sua origem botanica.

A propolis pode apresentar varias cores e odores caracteristicos. Algumas
amostras apresentam textura dura e quebradica, enquanto outras amostras podem ser
elasticas e terem propriedades adesivas. A propolis bruta encontra-se no estado solido
(Figura 2), sendo dura a 15 °C e maleavel a partir dos 30 °C. Suas propriedades fisicas
como, cor, odor e faixa de fuséo (60°- 70°C) variam de uma amostra para outra. Devido
a grande diversidade de espécies vegetais brasileiras visitadas pelas abelhas, ocorre
importante variacdo de seus principios ativos. Sua cor varia do verde, vermelho ao
marrom escuro, e esta variagdo esta relacionada com a origem geogréfica e a vegetacao
de onde ela é coletada (PARK et al., 2002; SILVA-CARVALHO et al., 2015).



Figura 2- Propolis em estado natural (bruta).

Os primeiros registros da utilizacdo da propolis pelo homem foram feitos pelos
assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. Pode ser também considerada como um dos
mais eficientes medicamentos naturais descobertos pelo Oriente. As histérias das
medicinas das civilizagdes Chinesa, Tibetana, Egipcia e Greco-Romana sdo muito ricas,
todas contendo em seus escritos antigos, centenas de receitas, onde citaram
principalmente a prépolis na cura ou prevencao de enfermidades (PARK et al., 2002).

Os egipcios utilizavam a propolis para embalsamar seus mortos e evitar a
putrefacdo dos corpos; 0s gregos e romanos como agente antisséptico e cicatrizante; o0s
incas como antipirético (MARCUCCI e CUSTODIO, 2002; SALANTINO, 2005;
SFORCIN e BANKOVA 2011). No Brasil, os indios usavam a propolis elaborada por
abelhas nativas meliponas (geoprépolis) na fabricacdo de ferramentas e como dadiva em
sepultamentos (SFORCIN e BANKOVA 2011).

Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, a prépolis foi amplamente
utilizada devido as suas propriedades cicatrizantes e, na Segunda Guerra Mundial, foi
empregada em varias clinicas soviéticas. Na antiga URSS, a propolis mereceu especial
atencdo em medicina humana e veterinaria, com aplicacdes inclusive no tratamento da
tuberculose, observando-se a regressao dos problemas pulmonares e recuperacdo do
apetite (PEREIRA et al., 2002).

O termo propolis ja era descrito no século XVI na Franca e, em 1903 surgiu o
primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades quimicas e composicao, indexado
no Chemical Abstracts e a primeira patente foi escrita em 1904 (USA-Composition for
treating pins and piano strings). A primeira publicacdo sobre prépolis no Brasil € de
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1984, no qual foi realizado um estudo comparativo do efeito da prépolis e antibidticos
na inibicdo de Staphylococcus aureus (DOS SANTOS PEREIRA et al, 2002;
LUSTOSA et al., 2008).

Apesar de terem sido realizados alguns relatos no inicio do Século XX, o estudo
da propolis se intensificou somente a partir dos anos sessenta principalmente em paises
do leste europeu e teve um aumento significativo nas décadas de oitenta e noventa do
século passado quando outros paises, em especial o Japdo, que é um grande consumidor
de prépolis, aumentaram sua producdo cientifica na area (DOS SANTOS PEREIRA et
al, 2002).

Na busca por publica¢cdes em torno da palavra propolis, entre os anos de 1997 e
2016, utilizando-se o site cientifico Science Direct, verificou-se que a maioria aborda o
valor biologico, pela descricio de novas substancias organicas e pela agdo
medicamentosa. Este nimero de publicacbes sobre a propolis pode ser observada na
Figura 3. O aumento no interesse dessa matriz complexa se deve a varias propriedades
biologicas que sdo relatadas devido a presenga de algumas substdncias na sua
COMpOsicao.
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Figura 3 - Producéo cientifica sobre a propolis entre os anos de 1997 e 2016
(www.sciencedirect.com em 07/07/16).

Em meados de 1980, a propolis passou a ser uma matéria-prima de interesse
comercial em varios paises, tornou-se um produto cada vez mais importante na

medicina alternativa, sendo atualmente um dos produtos apicolas mais consumidos no
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mundo. Tendo em vista o crescimento econdmico da prépolis, muitos pesquisadores,
principalmente japoneses, passaram a investigar a propolis brasileira, sendo que se
encontra atualmente, na literatura internacional, um numero consideravel de artigos
cientificos que tratam deste produto brasileiro.

A propolis brasileira verde, assim como a vermelha é muito valorizada no
mercado internacional, principalmente no Japd. De toda a propolis in natura
consumida no Japao, cerca de 92% é de origem brasileira, onde o valor do quilograma
do produto saltou de US$ 5.00 para US$ 200.00 nos ultimos anos. Segundo os dados da
Japan Trade Organization, o frasco do extrato alcoolico da propolis € vendido por até
US$ 110.00 (SEBRAE, 2014).

No Brasil, a exemplo de paises como o Japao, registra-se nos Gltimos anos um
aumento significativo no consumo de extrato de prépolis. A utilizacdo e
comercializacdo dos extratos alcodlicos possui um significativo valor econémico devido
ao alto valor agregado em relagéo ao produto bruto, principalmente no mercado externo.
A proépolis brasileira se destaca frente as suas caracteristicas organolépticas e devido ao
menor teor de metais pesados e demais poluentes ambientais. O Brasil produz de 10 a
15% da producdo mundial, onde 70% sdo oriundas de Minas Gerais, das quais 20
toneladas sé@o de propolis verde (SEBRAE, 2014).

Apesar da posi¢do de destaque na producdo e comércio da propolis a atividade
de pesquisa no Brasil ndo reflete em ndmero, nem em conteldo, 0 interesse
internacional que a propolis brasileira possui, principalmente para o0s japoneses.

Segundo o Sebrae (2014) existe um espaco bastante amplo para o fortalecimento
de marcas de prdpolis no Brasil, visto que ndo existe no mercado brasileiro uma
empresa possuidora de uma marca forte. Este fortalecimento resultaria em maior
atendimento da demanda do mercado consumidor de produtos de alta qualidade, com
precos competitivos. A auséncia de uma marca forte no setor da prépolis resulta em um

mercado bastante pulverizado e com diversas marcas concorrentes.

Segunda a legislacdo brasileira, a propolis bruta € definida como o produto
oriundo de substancias resinosas, gomosas e balsdmicas, colhidas pelas abelhas
campeiras, de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais as abelhas acrescentam

secrecdes salivares, cera e polen para elaboracgéo final do produto. Possui aroma e sabor
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caracteristico dependente da sua origem botanica, além de sua coloracdo que varia entre
amarelada, parda, esverdeada, marrom, vermelha, e outras (BRASIL, 2001).

A variacdo nos componentes da propolis é determinada principalmente pelas
caracteristicas geograficas e botanicas existentes ao redor da colmeia e pela estacdo do
ano (ALENCAR et al., 2007, RIGHI et al., 2013, TORETI et al., 2013).

A propolis produzida no Brasil ¢ muito diversificada e esse fato pode ser
explicado pelos diferentes biomas existentes nas regides de coleta os quais tém Flora
diferenciada e particular. As amostras de propolis brasileiras ttm mostrado diferencas
significantes na sua composi¢do quimica em relacdo a propolis produzida nas zonas
temperadas. Por essa razdo, a propolis brasileira tém se tornado objeto de grande
interesse por parte dos pesquisadores (LUSTOSA et al., 2008; RIGHI et al., 2013).

Tanto a propolis bruta quanto o extrato de prépolis devem atender a algumas
especificacdes, conforme instrugdes normativas do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento. No Brasil, o “Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do
Extrato de Propolis”, presente na normativa n°. 03, de 19 de Janeiro de 2001 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) visa manter a qualidade
do extrato alcodlico de prépolis brasileiro e determinar os requisitos minimos de
qualidade destinada ao comeércio nacional (BRASIL, 2001). O anexo VII desta
Instrucdo fixa e descreve a composicao, propriedades fisicas e quimicas, caracteristicas
sensoriais, acondicionamento e demais condigdes a que um extrato deve obedecer para
ser considerado apto para comercializagdo e consumo. Neste regulamento alguns
parametros fisicos quimicos sdo avaliados para estabelecer a qualidade do produto a ser

comercializado (Tabela 1).



Tabela 1- Parametros de qualidade da propolis bruta e extrato hidroalcodlico (BRASII,
2001)

Parametros Propolis bruta Extrato hidroalcodlico
Perda por dessecagdo Maximo de 8 % (m/m) -

Cinzas Maximo de 5% (m/m) -

Extrato seco - Minimo de 11% (m/v)
Ceras Maximo de 25 % (m/m) Maéaximo 1% do extrato seco (m/m)
Substéncias Fendlicas Minimo 5 % (m/m) Minimo 0,50% (m/m);
Flavonoides Minimo de 0,5 % (m/m) Minimo 0,25%(m/m);
Atividade de oxidacéao Méaximo de 22 segundos  Maximo de 22 segundos
Massa mecénica Maximo 40% (m/m) -

Solaveis em Etanol Minimo de 35% (m/m) -

Teor alcodlico: - Méaximo de 70° GL (V/v);
Espectro de Absorcdo de 200 e 400 nm 200 e 400 nm

Radiagdes UV-Vis

Contudo, a exemplo de muitos outros produtos naturais, falta a prépolis garantia
de pardmetros essenciais quanto a sua eficacia e qualidade, de forma a permitir 0 uso
racional do produto. Para tanto, avaliacdes fitoquimicas e farmacotoxicoldgicas se
fazem necessarias.

No Brasil, a propolis é comercializada principalmente sobre a forma de extratos
alcodlicos (tinturas) ou compostos. O extrato composto € o produto resultante da
mistura de extrato de prépolis com extratos vegetais alcoolicos e, ou, hidroalcodlicos,
que apods ser aquecido (50-55%) e centrifugado torna-se homogéneo. A legislacdo é
especifica apenas para 0s extratos provenientes da extracdo dos componentes sollveis
da prépolis em alcool neutro (grau alimenticio), por processo tecnoldgico adequado,

resultando em elementos solUveis em solucéo hidroalcodlica, alcool e agua.

2.2- Biodiversidade e composicédo quimica da prépolis

A propolis apresenta substancias de origem vegetal e de origem animal, ou seja,
da prépria abelha, como por exemplo, os &cidos graxos. Devido a grande complexidade
na sua composicdo quimica, é extremamente dificil de identificar qual a substancia
responsavel por sua atividade terapéutica. Mais de 300 substancias (polifendis,
terpenoides, esteroides, acuUcares, aminoacidos, entre outras) foram detectadas na
propolis. Alguns pesquisadores sugerem que sua eficacia estaria justamente na
composicao quimica complexa (MARCUCCI,1995; HUANG et al.; 2014).



Atualmente, a prdpolis vem sendo largamente empregada na medicina popular,
em cosméticos e dermocosmeéticos (TORETI et al., 2013; SILVA-CARVALHO et al.,
2015). E as suas propriedades biologicas obviamente estdo diretamente ligadas a sua
composic¢do quimica, e este possivelmente é o maior problema para o uso da propolis
como fitoterapico, visto que a sua composicdo quimica varia com a Flora da regido,
época da colheita, com a técnica empregada, assim como com a espécie da abelha
(PEREIRA et al., 2002). Deve-se considerar que a associacdo da fonte boténica aos
elementos climaticos do local de producdo implicam diferencas importantes, tanto no
aspecto qualitativo como quantitativo da composicdo quimica do produto final.

De modo geral, a propolis contém em sua composicgao: resinas e balsamos (50-
60%), ceras (30-40%), Oleos essenciais (5-10%), grdos de pdlen (5%), outras
substancias organicas (5%), microelementos (aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre,
manganés) e vitaminas (B1, B2, B6, C e E) (GREENWAY et al., 1990, BANKOVA et
al., 2000, HUANG et al., 2014). As substancias fendlicas correspondem a
aproximadamente 50% dos constituintes da prépolis (MELLO et al, 2010), mas pode
ocorrer uma variacao deste percentual de acordo com a regido de coleta do produto. A
prépolis possui uma composicdo complexa, onde podem ser destacados 0s seguintes

constituintes:

= Hidrocarbonetos superiores; alcoois; alcoois graxos de cadeia longa; acidos
graxos superiores tipicos de ceras e seus ésteres; aldeidos e cetonas.

= Terpenoides e fenilpropanoides (como acido clorogénico e é&cido cafeico);
esterdides; aminoacidos; acucares; lignanas.

= Acidos alifaticos; 4cidos aromaticos (derivados benzéico e cindmicos); ésteres
aromaticos derivados.

= Flavonas e flavonois como, crisina, galangina, quercetina, canferol; flavanonas
(naringenina, pinocembrina); chalconas e diidrochalconas.

= Minerais: Na, K, Mg, Ba, Sr, Cd, Pb, Cu, Mn, Fe, V, Si, Al, Ni, Zn, Cr, Ag, Mo
e Co.
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Estudos indicam que nas prépolis de zonas temperadas (Europa e China), a classe
mais importante de substancias biologicamente ativas é caracterizada pelos polifendis,
incluindo flavonoides, &cidos fenolicos e seus ésteres, entre eles o éster cafeato de
fenetila (CAPE). A prépolis oriunda dessas regiées possui maior teor de flavonoides do
que a prépolis de zonas tropicais (Brasil), que possuem maiores quantidades de
substancias fendlicas, como os fenilpropanoides prenilados e derivados de do acido
cindmico (HUANG et al., 2014).

Na Figura 4 estdo respresentados alguns exemplos de substanacias identificadas
em propolis (HUANG et al., 2014).

0 A
~ o)
HO CAPE
OH
o
O X OH
R Ri
Ro

Artepillin C

OH O
R Ry R, R, R> R3 R,
Pinocembrina H Acido cinamico  H H Crisina H OH H H
Pinobanksina OH Acido p-cumarico OH H Galangina OH OH H H
Acido cafeico OH  OH Canferol OH OH H OH
Acido ferilico OH  OCH;, Quercetina OH OH OH OH

Figura 4 - Estruturas de diferentes substancias encontradas na propolis.

Dentre as diferentes substancias presentes na propolis destacam-se as
substancias fendlicas, acidos fendlicos e flavonoides, pois a eles sdo atribuidos as
diversas atividades bioldgicas.

Na Tabela 2 estdo apresentadas as principais substancias fendlicas identificadas
em amostras da prépolis brasileira.
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Tabela 2 - Principais substancias fendlicas encontradas em prépolis brasileira.

Substancia

Referéncia

Acido benzobico

Acido diideobenzdico

Acido 4-metoxibenzoéico

Acido 3,4-dimetoxibenzéico
Acido 4-hidroxibenzoéico

Acido 3-metoxi 4- hidroxibenzoéico
Acido protocatecuico

Acido 3-cafeoilquinico (clorogénico)
Acido 4- cafeoilquinico

Acido 5- cafeoilquinico

Acido 4-feruoilquinico

Acido 5- feruoilquinico

Acido cinamico

Acido para-cumarico

Acido meta-cumarico

Acido prenil-para-cumarico
Acido diprenil-para-cumarico
Acido cafeico

Acido 3-prenil-4-hidroxicinamico
(Dupranina)

Acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico
(Artepellin C)

Acido fertlico
Acido diidrofertlico
Acacetina
Apigenina
Canferide

Canferol

Crisina
Hesperidina
Galangina
Isossacuritina
Isorramnetina
6-metoxicanferol
Naringenina
Pinobanksina
Pinocembrina
Quercetina
Rutina
Sacuratina
Tectocrisina

BANKOVA et al., 1995; MARCUCCI et al., 1998
BANKOVA et al., 1995

MARCUCCI et al., 1998

PEREIRA et al., 2002

BANKOVA et al., 1995; MARCUCCI et al., 1998
MARCUCCI et al., 1998

MARCUCCI et al., 1998; TAZAWA et al., 1998
TAZAWA et al., 1998; PEREIRA et al., 2003
TAZAWA et al., 1998; PEREIRA et al., 2003
TAZAWA et al., 1998; PEREIRA et al., 2003
PEREIRA et al., 2003

PEREIRA et al., 2003

BONVEHI e COLL, 1994

BONVEHI e COLL, 1994; BANKOVA et al,
1995; MARCUCCI et al., 1998; TAZAWA et al.,
1998

BANKOVA et al., 1995

MARCUCCI et al., 1998

MARCUCCI et al., 1998

BANKOVA et al, 1995, MARCUCCI et al,
1998; TAZAWA et al., 1998

TAZAWA et al., 1998; KUMAZAWA et al.,
2003;

AGA et al, 1994; TAZAWA et al, 1998;
KUMAZAWA et al.,, 2003; BANSKOTA et al,,
1998

BANKOVA et al., 1995; MARCUCCI et al., 1998
MARCUCCI et al., 1998

BONVEHI e COLL, 1994; PARK et al., 1998
BONVEHIe COLL, 1994; PARK et al., 1998
PARK et al.,, 1998; BANSKOTA et al., 1998;
TAZAWA et al., 1998

BONVEHI e COLL, 1994; MARCUCCI et al,,
1998; PARK et al., 1998

BONVEHI e COLL, 1994; PARK et al., 1998
BONVEHI e COLL, 1994

BONVEHI e COLL, 1994; PARK et al., 1998
PARK etal., 1998; TAZAWA et al., 1998
BONVEHI e COLL, 1994; PARK et al., 1998
KUMAZAWA et al., 2003

BONVEHI e COLL, 1994

BONVEHI e COLL, 1994

BONVEHI e COLL, 1994; PARK et al., 1998
BONVEHI e COLL, 1994; PARK et al., 1998
BONVEHI e COLL, 1994

PARK etal., 1998

PARK et al., 1998
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Por meio de comprovacgdes quimicas que as principais fontes de prdpolis em
zonas temperadas como, Europa, América do Norte e oeste da Asia sdo 0s brotos e
exsudatos de espécies de Populus (alamo) e seus hibridos. As amostras de prépolis
originarias destas regides ttm uma composicdo quimica semelhante, e 0s principais
constituintes sdo: flavonoides ndo glicosilados, &cidos aromaticos e seus ésteres
(MARCUCCI, 1995). Ja em regides tropicais ndo existem essas espécies vegetais e as
abelhas visitam outras plantas, por isso, a composicdo quimica de amostras de propolis
originarias de locais com clima tropical e subtropical é mais complexa, sendo que 0s
principais biomarcadores sdo o0s 4&cidos fendlicos, conferindo propriedades
farmacoldgicas distintas.

Na literatura é descrita como principal fonte botanica de prépolis brasileira a
Baccharis dracunculifolia (Asteraceae), seguida de Araucaria angustifolia e do
Eucalyptus citriodora (Myrtaceae). Contudo, a identificacdo dessas trés espécies
vegetais ndo exclui a possibilidade de outras plantas contribuirem minoritariamente na
composicao da propolis (BANKOVA et al., 1999).

No Brasil, a existéncia de uma rica Flora oferece as abelhas um elevado nimero
de plantas resiniferas de onde as mesmas coletam as secre¢fes para o0 processo de
elaboracdo da prépolis. A principal fonte vegetal para a producéo da propolis da regido
Sudeste do Brasil ¢ a resina coletada das folhas jovens de Baccharis dracunculifolia L.,
conhecida popularmente como alecrim-do-campo ou vassourinha. (Figura 5). Esta
planta € um arbusto da familia Asteraceae, que cresce naturalmente nas regides Sul e
Sudeste do Brasil, Uruguai, Paraguai, Argentina e Bolivia. Esta espécie é considerada
uma planta pioneira e pode estar presente em diversos tipos de vegetacOes
(GREENAWAY et al., 1990; KUMAZAWA et al., 2003; PARK et al., 2004).
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Figura 5 — (a) Abelha melifera coletando material de folhas de B. dracunculifolia, (b) Depdsito

das resinas coletadas para forrar fendas da colméia (adaptado de SFORCIN et al., 2012)

Devido a alta diversidade da Flora brasileira, as propolis do Brasil foram agrupadas

por Park e colaboradores (2000) em grupos distintos, de acordo com a composicao

quimica e atividades farmacologicas.

Atualmente, existem 13 tipos catalogados e descritos na literatura (Tabela 3)

(TORETI et al., 2013). Porém esta classificacdo ainda € subestimada, uma vez que as

abelhas podem coletar resina numa grande variedade de plantas, dada a imensa Flora

brasileira.

Tabela 3 - Classifica¢do dos tipos de propolis brasileira (TORETI et al., 2013)

Extrato etanolico de propolis

Grupos Cor Origem
Grupo 1 Amarelo Sul
Grupo 2 Castanho claro Sul
Grupo 3 Castanho escuro Sul
Grupo 4 Castanho claro Sul
Grupo 5 Marrom esverdeado Sul
Grupo 6 Marrom avermelhado Nordeste
Grupo 7 Marrom esverdeado Nordeste
Grupo 8 Castanho escuro Nordeste
Grupo 9 Amarelo Nordeste
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste
Grupo 11 Amarelo Nordeste
Grupo 12 Verde ou marrom esverdeado Sudeste
Grupo 13 Vermelha Nordeste
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A propolis verde é produzida especificamente nos estados do Rio de Janeiro, Sdo
Paulo e Minas Gerais, e sua cor verde caracteristica € uma conseqiiéncia de sua origem
vegetal, em funcdo das abelhas coletarar tecidos jovens de botdes e de folhas (que
contém clorofila) de B.dracunculifolia (ALENCAR et al., 2005).

Nos relatos existentes sobre sua composi¢do sdo encontrados predominantemente,
derivados prenilados do acido para-cumarico, como por exemplo, Artepillin C (acido
3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) e drupanina (acido 3-prenil para-cumarico), aléem dos
acidos clorogénico e benzdico, e flavonoides (SALATINO et al., 2005, SALGUEIRO e

CASTRO, 2016). Na Figura 6 estdo representadas algumas substancias caracteristicas

le) (0]
NS
HO HO

Dupranina

da prépolis verde.

Acido para-cumarico

OCH;
o 1)

OH oCanferide OH O  |spsacuranetina

Figura 6 — Algumas substancias encontradas em propolis verde.

O principal constituinte quimico presente na prépolis verde é o Artepillin C,
substancia fendlica de baixo peso molecular encontrado somente na propolis brasileira,
sendo considerado um marcador quimico para este tipo de propolis. Diversos trabalhos
na literatura relatam as principais propriedades bioldgicas desta substancia como,
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, antitumoral e antioxidante (NOBUSH et al.,
2012, SZLISZKA, et al., 2013; SALGUEIRO e CASTRO, 2016). Assim, a presenca de
Artepillin C na prépolis verde confere a mesma ndo s6 um alto valor terapéutico, mas
também um alto valor comercial em relagdo a propolis chamada de “comum” (propolis

marrom) no mercado nacional e internacional.
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Salatino et al. (2005) também destacaram em seu trabalho algumas outras
substancias fenodlicas e terpenos isolados em amostras de propolis verde brasileira com

importantes propriedades bioldgicas (Figura 7).

\//
COOH /

2 2-dimetil-8-prenilcromeno 3-prenil cinamato de alila Farnesol

ACHZOH

=

N HOOC
Benzofurano A da prdpolis Acido isocupréssico

Figura 7 - Exemplos de substancias encontradas na propolis verde (SALATINO et al.,
2005).

2.3- Rota biossintética

2.3.1- Acidos fendlicos

Os acidos fenolicos sdo uma classe de substancias que se caracterizam pela
presenca de um anel aromatico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos
hidroxila e, ou metoxila na molécula. Sdo metabdlitos secundarios de plantas, que
podem surgir nas folhas, flores, frutos e outros tecidos de plantas. Os acidos fendlicos
dividem-se em duas classes, 0s &cidos cindmicos com nove dtomos de carbono (C6-C3)
e 0s &cidos benzoicos com sete atomos de carbono (C6-C1) (DEWICK, 2002).

Na Tabela 4 estdo apresentadas estruturas dos acidos cindmico, benzoico e seus
principais derivados. Em amostras de propolis € comum serem encontrados os acidos
cindmico, para-cumarico, cafeico, ferulico, sinapico, benzoico, galico, vanilico entre
outros (CHANG et al., 2008; SALGUEIRO e CASTRO, 2016).
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Tabela 4 - Derivados de acido benzoico e de acido cinamico.

Rl O‘ R]_ O
R R
? N OH ? OH
R3 R3
R4 R4
Substituintes Derivados de acido cinamico Derivados de &cido benzoéico
R,=R,=R;=R,=H Acido cinamico Acido benzoio
R,=OH Acido orto-cumarico -
R;=OH Acido para-cumarico Acido para-hidroxibenzoico
R;=R,=OH Acido cafeico Acido protocatecuico
R,=0OCHjs, R;=OH Acido fertlico Acido vanilico
R,=R;=R,=OH - Acido galico
R.=R,=OH - Acido gentisico
R,=R,=0OCH;,R;=0OH Acido sinapico Acido siringico

Os écidos fenodlicos sdo biosintetizadas por meio da via do chiquimato a partir de
L-fenilalanina ou L-tirosina, ambos importantes aminoacidos precursores da maioria das
substancias fenolicas naturais.

A desaminacdo oxidativa da fenilalanina é realizada pela enzima fenilalanina
amonia liase (PAL) que leva a producéo dos &cidos cindmico e, ou de para-cumarico.
Consequentemente, a hidroxilagdo e metilagdo do anel aromatico dos acidos cindmico e
para-cumarico, originam respevtivamente, seus derivados, os acidos ferulico e cafeico.

A formacdo do acido benzoico é resultado da degradacdo da cadeia lateral do
acido cinamico. Tal como mencionado para acidos cindmico e para-cumarico, as
reagBes de hidroxilacdo e metilacdo do anel aromético do acido benzdico geram seus
correspondentes derivados, os &cidos protocatecuico e para-hidroxibenzoico.

O Esquema 1 representa resumidamente a formacdo dos acidos fendlicos a

partir da via do chiquimato.
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Esquema 1 - Representacdo geral da biossintese de acidos fendlicos derivados da via do
acido chiguimico (adaptado de HELENO et al., 2015)
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2.3.2 —Flavonoides

Os flavonoides sdo um dos principais constituintes da propolis, principalmente
oriundas de zonas temperadas. Essa classe de substancias biotivas contribui de forma
bastante significativa nas propriedades farmacoldgicas do produto (HUANG et al.,
2014)

Os flavonoides séo substancias provenientes do metabolismo secundéario de
plantas que formam um grupo numeroso de polifendis, que variam amplamente em
relacdo a estrutura e propriedades. Estruturalmente, os flavonoides sdo caracterizados
por um esqueleto de 15 atomos de carbono arranjado em trés anéis (C¢-C3-Cg), que sdo
chamados A, C e B (Figura 8) (DEWICK, 2002).

Figura 8 - Estrutura basica de um flavonoide.

De acordo com as variagfes estruturais no anel C, existe uma subdivisdo dos
flavonoides em seis principais classes: flavanol, antocianidina, flavona, isoflavona,
flavonol e flavanona, e podem ocorrer como ndo glicosilados, glicosilados e como
derivados metilados (Figura 9).

Na propolis sdo encontrados em sua composicao diversos tipos de flavonoides:
quercetina, galangina e canferol (flavonois); apigenina e crisina (flavona);
pinocembrina, pinobanksina e naringenina (flavanonas). Outra caracteristica da propolis
de regibes temperadas é a presenca de flavonoides sem substituintes no anel B, como a

crisina, galangina, pinocembrina, pinobanksina.
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Figura 9 — Classes de flavonoides encontrados na propolis.

Os flavonoides séo biossintetizados pela via do chiquimato, um importante
intermediario na biossintese de substancias aromaticas em plantas, que tem por fungéo
originar o acido cindmico e seus derivados, com nove atomos de carbonos; e pela via do
acetato que origina um tricetideo com seis atomos de carbonos. A condensacdo de um
dos derivados do acido cinamico com o tricetideo gera uma substancia com 15 atomos
de carbono formando assim o precursor inicial de todas as classes de flavonoides. O

Esquema 2 representa resumidamente a formagdo dessa classe.
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Esquema 2 - Representacdo geral da biossintese de flavonoides (adaptado de
DEWICK, 2002)

2.4- Caracterizac6es do perfil quimico da propolis

Diferentes técnicas tém sido propostas para a separagdo e identificagdo das
substancias presentes na prépolis. Devido a ampla utilizacdo na medicina popular, o
foco da maior parte dos estudos € a investigacdo de extratos etandlicos. A diversidade
de técnicas empregadas denota as dificuldades existentes na determinacdo de metodos
efetivos que indiquem a real origem da prépolis como produto natural. Possivelmente, a
combinacédo de varios métodos seja a melhor estratégia a ser adotada.

Segundo dados da literatura, a CLAE tem sido apontada nos ultimos anos como
uma das técnicas de escolha para analisar grande parte dos componentes ndo-volateis
presentes nas amostras de propolis (SULAIMAN et al.,, 2011, TRAN et al., 2012;
THIRUGNANASAMPANDAN et al., 2012; SIRIPATRAWAN et al., 2013).
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Devido a complexidade do perfil fendlico dos extratos de prdpolis, CLAE
utilizando principalmente gradiente de fase movel é normalmente utilizada para
separacdo de diferentes classes de substancias, como os flavonoides e derivados de
acidos benzoicos e cindmicos. Para estes casos, existem relatos de diversas fases moveis
que podem ser empregadas, entretanto um sistema binario constituido por um
componente aquoso e um modificador organico menos polar (acetonitrila ou metanol)
tem sido 0 mais comum. Em muitos casos, a fase mdvel pode ser acidificada com um
modificador, como os acidos acético, férmico e fosforico para minimizar os efeitos de
cauda dos picos, causada pela interacdo das substancias fendlicas com os grupos
silandis livres na superficie da coluna C-18 (ROBBINS, 2003).

Em virtude da existéncia de ligacGes duplas conjugadas e sistemas aromaticos,
toda substéncia fendlica apresenta uma maior ou menor absor¢do no ultravioleta (UV)
ou na regido ultravioleta-visivel (UV-VIS). Assim, o0 meio mais comum de deteccao,
acoplado a cromatografia liquida, sdo os detectores de UV-VIS, arranjo de fotodiodos
(DAD) e fluorescéncia. O detector DAD é um dos mais usados, pois pode
simultaneamente detectar todos os picos do cromatograma e permitir a digitalizacdo dos
espectros de ultravioleta de todos os analitos que passam pelo detector, dando mais
informacOes sobre as substancias em misturas complexas, como um extrato bruto de
plantas, alimentos e, ou prépolis. A combinacdo de ambos, espectro de absor¢cdo no UV-
VIS e o tempo de retengdo (tg), pode conduzir mais facilmente a identificacdo das

substancias separadas.

Um grande nimero de estudos sobre fracionamento e determinagdo das
substancias desconhecidas nos extratos de propolis tem sido feito por diferentes técnicas
cromatogréficas. Alguns exemplos podem ser citados, com estudos incluindo desde a
cromatografia em camada delgada (CCD) (OPSENICA et al.,, 2016; TANG et al.,
2014), até técnicas mais sofisticadas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), (VOLPI e BERGONZINI, 2008; SALGUEIRO e CASTRO, 2016),
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (CG-EM) e espectrometria
de absor¢do atbmica (GRAIKOU et al., 2016). As técnicas de CLAE e CG-EM sdo as
mais precisas e exatas para elucidar a composicdo quimica da prépolis. Atualmente o

uso da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) para a
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analise dos extratos de propolis, tornou a andlise bem mais eficiente, superando as
limitagcBes impostas pela detecgdo no UV, além de permitir detectar substancas que néo
absorvem na regido UV (CHANG et al., 2008; FALCAO et al., 2013).

Chang et al. (2008) analisaram extratos etanolicos e em diclorometano de
prépolis verde por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectroscopia
com ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (CLAE-APCI-EM) e CG-EM. Neste
trabalho a composicdo dos extratos etandlicos foi composta predominantemente por
acido cinamico e derivados, flavonoides (canferol, canferide, pinobanksina e acacetina),
acido benzoico e alguns benzoatos, aromaticos ndo hidroxilados, e acidos e ésteres
alifaticos, enquanto os constituintes principais presentes no extrato em diclorometano
foram substancias preniladas, alcanos e terpendides. Os autores relataram que o uso da
técnica de CLAE-APCI-EM no modo positivo, forneceu uma completa e inequivoca
composicdo quimica da amostra de propolis verde.

Falcdo et al. (2013) analisaram a composi¢do quimica de quarenta extratos
etandlicos de propolis portuguesas de diferentes regides por cromatografia liquida com
detector de diodos acoplada a fonte de ionizacdo por electrospray acoplada a
espectrometria de massas (LC-DAD-ESI-MS) e foi possivel caracterizar setenta e seis
substancias polifendlicas. Entre elas, flavonoides e, ou suas formas esterificadas e
metiladas, destacando a presenca de glicosideos de quercetina e canferol,
fenilpropanoides acidos e seus esteres, assim como diferentes acidos fendlicos. Neste
trabalho os autores sugeriram o uso dessas substancias como principais marcadores
geograficos de prépolis portuguesa.

Nunes e Guerreiro (2012) estudaram a composi¢cdo quimica dos oito extratos
comerciais de propolis verde brasileira ao longo de diferentes estagdes do ano. O perfil
quimico de volateis e ndo-volateis foi obtida por extracdo por headspace acoplada a
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (HS-CG-EM) e por
espectrometria de massa com ionizacéo por electrospray (ESI-EM).

Hayashi et al. (1999) analisaram propolis verde brasileira, isolaram e
identificaram 12 substéncias, sendo uma inédita. A nova substancia foi identificada
como é&cido 3,4 diidroxi-5-prenil cindmico (acido 3- [ 3,4- diidroxi- 5- (3-metil-2-

butenil) - fenil]-2- (E) propendico) e sua caracterizacdo foi realizada por varias técnicas
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(EM, IR, 'H-RMN, *C-RMN e 2D-RMN). Entre as substancias isoladas, a mais
abundante na amostra foi o acido 3,5- diprenil-4 -hidroxicinamico (Artepillin C).

Sousa et al. (2007) realizaram analises para o controle de qualidade fisico-
quimico de amostras de propolis provenientes de seis diferentes localidades de S&o
Paulo e Minas Gerais. Os autores correlacionam a qualidade das amostras de propolis
verde dessas regibes com a presenca dos acidos cafeico e para-cumarico que foram
identificados e quantificados por CLAE-DAD, além dos acido 3-prenil-para-cumarico
(drupanina), acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) e &cido 3-prenil-4-
diidrocinamoiloxi-cindmico (bacarina), utilizando padrbes isolados de amostras de
prépolis verde de estudos anteriores de Gregorio (2003) e Da Silva Filho (2006).

Righi et al. (2013) estudaram extratos de prépolis em metanol e cloroférmio de
seis diferentes regides (Picos-Pl, Cabo Verde-BA, Pirendpolis-GO, Mira Bela-MG,
Lavras-MG, Bauru-SP, Pariquera-A¢u-SP e Ponta Grossa-PR) do Brasil. As amostras
foram analisados por CLAE-EM e CG-EM e revelaram-se de natureza complexa e
diversificada. Foram identificados 113 constituintes, entre derivados de 4&cidos
cindmicos e benzdicos, flavonoides, chalconas e terpenoides, além de fenilpropanoides
prenilados e derivados de acido cafeoilquinico.

O estudo de Fabris et al. (2013) objetivou estudar a influéncia da vegetacdo
na composicao quimica da prépolis, para isso analisaram extratos etandlicos por LC-
EM-EM e assim identificaram e quantificaram amostras de prépolis brasileira de trés
regides distintas. As de Minas Gerais apresentaram pinocembrina (4 mg g™ prépolis) e
significativas quantidades de acido cafeico, canferol, galangina e quercetina (0,7 — 1,6
mg g prépolis); as de S&o Paulo, 4cido cafeico (1 mg g™ prépolis), canferol e CAPE
(0,6 mg g propolis), enquanto as oriundas de Mato Grosso apresentaram apigenina,
galangina (0,2 — 0,5 mg g™ prépolis), CAPE e quercetina (0,2 — 0,5 mg g prépolis). Os
autores também analisaram prépolis italianas e russas, em comparacdo com as amostras
brasileiras, e os resultados foram superiores. Em propolis italiana foram encontrados
crisina e pinocembrina (>40 mg g’ prépolis), além de galangina, CAPE, e &cido
cafeico. Nas amostras russas foram identificadas em maior quantidade galangina e
pinocembrina (60 mg g prépolis) e crisina (40 mg g™ prépolis).

Paviani et al. (2012) usaram a extragdo por fluido supercritico para amostras de

propolis verde e o processo de extracdo foi comparado ao utilizado na producdo de
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extratos comerciais. A avaliacdo foi feita a partir das concentracdes de acido para-
cumarico, acido 3-prenil-4-hidroxicinamico (Artepillin C) e canferide. Os resultados
indicaram que por ser um processo mais seletivo, 0 aumento de temperatura e pressdo

poderia gerar um extrato mais rico em Artepillin C.

2.5- Propriedades bioldgicas da propolis

Ha um interesse pelo consumo de propolis crescente no Brasil e no mundo
devido ao aumento nas pesquisas envolvendo sua composicdo quimica e propriedades
terapéuticas. Existem varios estudos que atribuem a propolis diversas aplicacfes na
medicina popular, onde varios trabalhos relataram seu alto potencial terapéutico,
principalmente em relacdo as atividades antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
cicatrizante, anestésica, antitripanocida, anticarigénica, antiviral, anticarcinogénica, e
fitotoxica (KUJUMGIEV et al., 1999; LUSTOSA et al., 2008; TORETI et al., 2013).

As atividades antibacteriana e antifungica da propolis tém sido extensivamente
estudadas e sdo atribuidas principalmente a presenca de substancias fendlicas, tais
como, pinocembrina, galagina e ao éster cafeato de fenetila (CAPE), com um
mecanismo de ac¢do baseado provavelmente na inibicdo da RNA-polimerase bacteriana.
Também ha estudos que sugerem que os flavonoides (quercetina, galangina e
pinocembrina), acido caféico, acido benzoico e acido cindmico agem na membrana ou
parede celular do micro-organismo, causando danos funcionais e estruturais (LUSTOSA
et al., 2008).

Na Tabela 5 sdo apresentadas substancias fendlicas que fazem parte da

composicao quimica da propolis e suas propriedades bioldgicas relatadas na literatura.
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Tabela 5- Substancias quimicas presentes na propolis que possuem atividades

biologicas (adaptada de TORETI et al., 2013)

Substancias ldentificadas

Atividades Bioldgicas

Acacetina

Apigenina
Artepillin C

Ester cafeato de fenetila (CAPE)

Crisina

Acido cafeico

Acido cinamico
Acido ferulico
Galangina

Acido galico

Acido isofertlico
Pinostrobima

Acido protocatecuico

Pinocembrina
Acido orto-cumarico

Acido meta-cumarico
Acido para-cumarico

Anti-inflamatéria
Antimicrobiana
Anti-inflamatéria
Antitumoral
Antioxidante
Anti-inflamatoria
Antitumoral
Anti-inflamatoria
Antibacteriana
Anti-inflamatoria
Antifungica
Antiviral
Anti-inflamatéria
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Anti-inflamatoria
Anestésica
Antibacteriana
Antiflngica
Anti-inflamatéria
Anestésica
Anti-inflamatoria
Antiviral
Anti-inflamatoria
Antibacteriana

Quercetina Anti-histaminica
Contra ulcera
Crescimento capilar
Substancias volateis Antibacteriana
(fendis, esteres e terpenos)

Estudos realizados com extratos de propolis comercializados no Brasil
mostraram atividade antimicrobiana pronunciada contra bactérias Gram-positivas, e
atividade menos evidente contra Gram-negativos. (OLIVEIRA et al., 2006)

Diversos trabalhos relataram a atividade sinérgica da prépolis associada a
diversos antibioticos, inclusive contra cepas resistentes a benzilpenicilina, tetraciclina e
eritromicina, podendo ser uma alternativa terapéutica para a resisténcia microbiana,
entretanto deve-se destacar a dependéncia da composicdo da propolis (STEPANOVIC
et al., 2003; FERNANDES et al., 2005; ONLEN et al., 2007).
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Kujumgiev et al. (1999) relataram importantes resultados de atividade
antibacteriana (contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli), antifungica (contra
Candida albicans) e antiviral (contra o virus da gripe aviaria) apesar das diferencas na
composicdo quimica das amostras de propolis testadas.

Hashem et al. (2012) demonstraram a eficacia do extrato etandlico da prépolis
contra o fungo Aspergillus flavus com o objetivo de reduzir a producéo de aflatoxina.
Longhini et al. (2007) estudaram a acdo fungistatica e fungicida, em testes in vitro,
frente a leveduras identificadas como causadores de onicomicoses.

Siqueira et al. (2009) testaram a atividade antifungica in vitro da prépolis verde
e vermelho brasileira contra diferentes espécies de Trichophyton. Os resultados
mostraram que a concentracdo inibitéria minima para o extrato alcodlico de prépolis
verde foi de 64 a 1024 pg mL™, enquanto que o extrato alcoélico de prépolis vermelha
foi de 8 2 1024 pug mL™.

Pastana et al. (2016) determinaram o efeito da prépolis no controle in vitro do
fungo Colletotrichum gloeosporioides, e os resultados indicaram que o uso de prépolis
na maior concentracdo (32 mL L™) foi eficiente no controle do crescimento micelial do

fungo.

Vérios autores tém demonstrado a excelente acdo antifingica da prépolis frente
as leveduras Candida spp. Segundo Dalben-Dota et al. (2010) todas as cepas testadas de
C. albicans e outras espécies de Candida foram inibidas por baixas concentragdes do
extrato (maximo de 393,19 ug mL™ do teor de flavonoides totais). Dalben-Dota et al.
(2011) também compararam a acdo de extratos de prépolis etandlicos (PE) e
microparticulas de propolis (PM) obtidas a partir de uma amostra de prépolis verde
brasileira contra as mesmas leveduras, e todas elas foram inibidas tanto por PE quanto
por PM.

Ota et al. (2001) testaram a sensibilidade do extrato hidroalcoolico de propolis
em espécies de leveduras do género Candida. Os extratos mostraram uma diminuicdo
no namero de leveduras e assim atividade antifingica, em ordem de sensibilidade: C.
albicans > C. tropicalis > C. krusei > C. guilliermondii.

Capistrano et al. (2013) avaliaram a eficacia da propolis verde brasileira em

comparacgdo com gel de miconazol em tratamento associado a Candida spp. causado por
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estomatite protética e concluiram que a prépolis possuia um efeito semelhante ao
miconazol no tratamento dessa estomatite associada, podendo assim, ser uma alternativa
na terapéutica deste tipo de infeccao.

Freires et al. (2016) testaram extratos etanolicos de propolis brasileiro e suas
fracGes em hexano, diclorometano e acetato de etila quanto a sua capacidade para inibir
a Candida spp. (C. albicans, C. dubliniensis, C. Glabrata, C. kruzei, C. tropicalis e C.
parapsilosis) por determinacdo das concentracdes inibitérias (MIC) e fungicidas
minimas (MFC). Os valores de MIC dos extratos variaram de 0,2 até 125 ug mL™" e de
MFC entre 125 e 500 pug mL™. Os 4cidos para-cumérico e cafeico, o éster CAPE, e 0s
flavonoides canferol e quercetina foram identificados nos extratos etandlicos por
cromatografia gasosa acoplada a espectometria de massas.

Silici et al. (2007) investigaram as susceptibilidades in vitro da propolis turca e
drogas antifingicas contra algumas leveduras isoladas de pacientes com micoses
superficiais. Os agentes testados incluiram fluconazol, itraconazol, cetoconazol,
terbinafina e propolis. Para C. albicans isolados de pacientes com micoses superficialis,
0 cetoconazol apresentou a maior eficiéncia do que a dos outros agentes antifingicos
testados. Os valores de MIC médios das drogas antifingicas e da prépolis contra as
leveduras testadas variariaram de 0,087-12,69 pg mL' e 04-0,6 pg mL™
respectivamente. Com base nestes resultados, os autores sugeriram mais investigacao

sobre a propolis como um potencial agente para o tratamento de micoses superficiais.

2.6- Capacidade antioxidante da prépolis

Existe um grande interesse no estudo das substancias com propriedades
antioxidantes, principalmente, devido as descobertas sobre o efeito dos radicais livres
no organismo. Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos continuamente
durante os processos metabolicos e atuam como mediadores para a transferéncia de
eléetrons em varias reacdes bioquimicas, desempenhando funcGes relevantes ao
metabolismo (ALVES et al., 2010).

De acordo com Halliwell et al. (1995): “Antioxidante é qualquer substincia que,
guando presente em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera

o substrato ou previne significamente a oxidag¢do do mesmo”.
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As espécies reativas de oxigénio (EROs) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERNs) séo geradas no metabolismo celular em consequéncia de rea¢fes mitocondrialis,
metabolismo oxidativo e funcdo imunologica. As EROs sdo onipresentes e derivadas do
metabolismo do oxigénio. Durante o processo de metabolismo sdo formados
intermedidrios reativos, como o anion superéxido (O, ), o radical hidroxila (HO"), o ion
hidroperoxila (HO;" ), além do peréxido de hidrogénio (H,0,). Essas espécies
desempenham papéis importantes na biologia celular, ja que em baixos niveis as EROs
sdo indispensaveis em muitos processos bioquimicos, incluindo mensagens
intracelulares, diferenciacdo celular, apoptose, imunidade e defesa contra micro-
organismos (LIMA e BEZERRA, 2012). Entre as ERNs destacam-se o 6xido nitrico
('NO) e o peroxinitrito (ONO,) (ROLEIRA et al., 2015)

Em altas concentracbes, as EROs e ERNs podem danificar macromoléculas
celulares, incluindo DNA, proteinas e lipidios, podendo levar a morte celular
subsequente. As células possuem mecanismos de defesa e sistemas antioxidantes para
detoxificagdo de EROs e ERNs, bem como a reparacdo de modificagcbes oxidativas
deletérias sobre as estruturas celulares. O estresse oxidativo é, portanto, o resultado do
desequilibrio entre moléculas antioxidantes e oxidantes, causada por distirbios na
producdo, distribui¢do ou, por uma superabundéncia de EROs ou ERNs (SILVA et al.,
2011)

As EROs e ERNs, em conjunto com outros fatores, estdo envolvidos no
envelhecimento e morte celular, e em doencas cardiovasculares, artrite, cancer, diabetes,
doenca de Parkinson e de Alzheimer (SILVA et al., 2011; KUROPATNICKI et al., 2013;
ROLEIRA et al., 2015)

A capacidade antioxidante da propolis pode estar relacionada com alguns dos
seus efeitos bioldgicos, incluindo quimioprevengdo. A composicdo quimica da propolis
contém poderosos antioxidantes, capazes de eliminar radicais livres, protegendo assim a
membrana celular contra a peroxidacdo lipidica (KUROPATNICKI et al., 2013;
DALEPRANE e ABDALLA, 2013).
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A propdlis de regies temperadas é conhecida por possuir uma maior quantidade
de substancias fendlicas, especialmente acidos fendlicos, flavonoides (flavonas,
flavanonas e dihidroflavonois), e seus derivados metilados e esterificados, responsaveis
por suas propriedades bioldgicas (FALCAO et al., 2013)

Alguns acidos fendlicos como, os acidos galico, clorogénico, para-cumarico,
protocatecuico, ferulico e cafeico encontrados em significativas quantidades na prdpolis
apresentam consideraveis capacidade antioxidades (SALGUEIRO et al., 2014;
SALGUEIRO e CASTRO, 2016). Alem disso, existem estudos que demonstram a
capacidade que algumas dessas substancias possuem de eliminarem os radicais livres,
que poderiam extensivamente interferir no metabolismo da célula (HELENO et al.,
2015).

A capacidade antioxidante dos acidos fendlicos esta relacionada a fatores
estruturais como, 0 nimero e a posicao das hidroxilas ligadas no anel aromatico. Isto se
deve ao fato da energia de ligacdo entre o atomo de hidrogénio e oxigénio do
grupamento hidroxila ligado ao anel aromético ser menor do que no caso de substancias
alifaticas. A diminuicdo da densidade eletrdnica no atomo de oxigénio devido ao efeito
de ressonancia do anel aromaético facilita a retirada do atomo de hidrogénio do
grupamento hidroxila das substancias fenolicas, tornando-se os radicais fendxidos,
relativamente estaveis, devido a transferéncia de um elétron para o anel aromatico
(Figura 10).
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Figura 10 — Oxidac&o de substancias fenélicas (KUREK-GORECKA et al.,2014).

A capacidade antioxidante dos derivados de &cido benzoico esté relacionada ao
numero de hidroxilas ligadas ao anel aromatico. Sroka e Cisowski (2003) estudaram a
atividade antioxidante dessa classe de derivados ao utilizarem o método radicalar do
DPPH. Entre os acidos testados, aquele que apresentou a melhor capacidade
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antioxidante foi o acido galico, que possui trés hidroxilas em posicdo orto entre si
ligadas ao anel aromético. Os derivados com duas hidroxilas em posicdo orto entre si,
neste caso os acidos 3,4 diidroxibenzdico e 2,3 diidroxibenzoico apresentaram
resultados inferiores, porém superiores quando comparados aos derivados que possuem
duas hidroxilas em posicao meta entre si, como ocorre com o0s &cidos 3,5
diidroxibenzdico e 2,4 diidroxibenzoico. Os derivados que possuem apenas uma
hidroxila, ndo importando se seja em posicdo orto, meta ou para, como no caso o acido

para-hidroxibenzdico, ndo apresentaram atividade antioxidante (Figura 11).
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oH Acidogalico  Acido 3,4 diidroxibenzéico Acido 2,3 diidroxibenzéico

0 OH O 0
HO I H
OH OH /@A OH
HO HO

OH
Acido 3,5 diidroxibenzéico  Acido 2,4 diidroxibenzdico Acido para-hidroxibenzoicc

Figura 11. Exemplos de &cidos benzoicos testados frente ao DPPH

A posicdo dos substituintes hidroxilas pode influenciar também na capacidade
antioxidante dos derivados do é&cido cinamico (Figura 12). Além disso, a presenca do
grupo metoxila, como no caso do acido ferulico (1,9 mM de Trolox) potencializou a
atividade quando comparada ao acido para-cumarico (2,2 mM de Trolox), que neste
caso quanto menor o valor do equivalente em Trolox, melhor a capacidade antioxidnte
(GULCIN, 2012). O grupo metoxila, ¢ um doador de eletrons, levando a um aumento na
capacidade de estabilizar radicais ariloxila. No caso do &cido ferGlico a existéncia de
uma hidroxila na posicdo orto ao grupo metoxila (doador de elétrons) explica 0 aumento
da estabilidade do radical fenoxila e conseqiientemente aumenta a sua eficiéncia como
antioxidante (KUREK-GORECKA et al., 2014).
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A existéncia de uma cadeia lateral contendo um grupo etileno nos derivados
cindmicos faz com que estes possuam uma maior capacidade de doar hidrogénio e assim
gerar um radical mais estavel pelo deslocamento do elétron desemparelhado por
ressonancia. Portanto, os derivados de acido cindmico possuem de forma geral melhores

propriedades antioxidantes em comparacao aos derivados benzdicos (SOARES, 2002).

I i I
N HO
HO HO HO
OCHgs
Acido ferdlico Acido para-cumarico Acido cafeico

Figura 12 — Estruturas de derivados do &cido cinamico.

Os acidos fenolicos, bem como os flavonoides, devido ao seu baixo potencial
redox sdo termodinamicamente capazes de reagir com formas altamente reativas de
oxigénio com a doacdo de um atomo de hidrogénio. O radical resultante da reagdo é
mais estavel e, consequentemente, menos agressivo.

O outro fator que também contribui para a atividade antioxidante dos acidos
fenolicos e flavonoides é a possibilidade dessas substancias de quelar ions metalicos,

princpalmente, ferro e cobre (Figura 13).
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Figura 13 - Processo esquematico do mecanismo de quelacao de metais (adaptado de
ERIN, 2009)

2.6.1- Métodos para avaliar a capacidade antioxidante

Os antioxidantes podem agir de forma beneficica para a melhoria da qualidade
de vida, devido a capacidade de proteger o organismo dos danos causados pelos radicais
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livres, ou prevenir e reduzir os efeitos de doengas. Ha um crescente interesse de
pesquisadores no desenvolvimento de substancias antioxidantes, principalmente a partir
de produtos naturais como plantas. Assim, evidéncias epidemiologicas crescentes do
papel de alimentos antioxidantes na prevencdo de certas doencas tém conduzido ao
desenvolvimento de grande nimero de métodos para determinar a capacidade
antioxidante (PEREZ-JIMENEZ e SAURACALIXTO, 2006). Na literatura ha diversos
métodos para determinar a capacidade antioxidante in vitro de substancias
biologicamente ativas. Esses métodos variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao
indicador de oxidacao escolhido e ao método usado para sua deteccdo e quantificacao.
Sdo chamados ensaios de captura (“trap assays”), na qual um radical é gerado e reage
com moléculas-alvo, para produzir uma mudanca mensuravel (por exemplo, cor) que
permite sua andlise quantitativa (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Atualmente na literatura destacam-se os métodos baseados no poder de reducéo
do metal (FRAP - Poder Antioxidante de Reducdo do fon Férrico), captura do radical
organico DPPH - 22-difenil-1-picril-hidrazil e ABTS (acido 2,2'-azinobis(3-
etillbenzotiazolina-6-sulfénico), captura do radical peroxila (ORAC - Capacidade de
Absorcdo de Oxigénio Radicalar) e a quantificacdo de produtos formados durante a
peroxidacdo de lipidios (TBARS, oxidacdo do LDL, co-oxidacdo do p—caroteno/acido
linoleico) (GULCIN, 2012; ALVES et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2017). A
maioria das metodologias antioxidantes emprega basicamente 0 mesmo principio, onde
um radical sintético é gerado e a capacidade de uma amostra para eliminar ou
neutralizar o radical € monitorada por meio de um espectrofotdmetro UV/Vis
(OLIVEIRA, 2015). Vérios métodos de avaliagdo antioxidante in vitro e in vivo em
amostras (extratos de plantas, alimentos e antioxidantes sintéticos) sdo utilizados pela
comunidade cientifica. Dentre os métodos de avaliagdo antioxidante in vitro se
destacam, ABTS, FRAP, DPPH e ORAC, como os mais usados atualmente (PEREZ-
JIMENEZ e SAURACALIXTO, 2006).

O método DPPHe foi desenvolvido por Blois (1958) para determinar a
capacidade antioxidante de varias substancias utilizando um radical livre estavel
semelhante, a-difenil-p-picrilhidrazila e posteriormente esse método foi modificado por
Brand-Williams et al. (1995) para determinar o potencial antioxidante de substancias

fenolicas e de amostras biologicas simplificando a interpretacdo do resultado e
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utilizando o termo concentracéo eficaz que inibi 50% da concentracéo inicial do radical
DPPHe (CEsp). A molécula de DPPH é um radical livre estavel devido a deslocalizagdo
do elétron desemparelhado por toda a molécula. Na presenca de antioxidantes que agem
como doador de hidrogénio ocorre a reducdo e com isto um decréscimo da absorbancia
a 520nm causado pela mudanga na coloracdo de violeta a amarelo (Figura 14).

A molécula de DPPHe ¢ bastante conhecida como um radical organico livre
estavel e tem muitas vantagens como, uma boa estabilidade na auséncia da luz,
aplicabilidade, simplicidade e viabilidade. O método DPPHe ¢é considerado facil,
reprodutivel, sensivel, rapido, simples e econdmico. O radical DPPHe nio precisa ser

gerado e o sistema de reagdo envolve somente o radical e o antioxidante (Figura 14).
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Figura 14 — Reducdo do radical livre DPPH pelo flavonoide antioxidante quercetina.
(http://gnint.sbg.org.br/novo/index.php?hash=molecula.160)

O método utilizando o ABTS [acido 2,2’-azinobis (3-etillbenzotiazolina-6-
sulfénico)] apresentado por Miller et al. (1993) baseia-se na capacidade de
antioxidantes descolorirem o radical-cation (ABTS™) 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-

6-sulfonato, sal de diaménio).
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Este radical cromoférico monocatiénico (ABTS™) é previamente preparado pela
adicdo de persulfato de potéssio, na qual o &nion S,0g 2 atua como uma espécie oxidante
(Figura 15). Assim, este radical reage com antioxidantes por meio da doacdo de um
atomo de hidrogénio, causando uma modificacdo na cor da solucdo devido a sua
conversdo a forma neutra (ABTS). Esta medida da absorbancia é realizada a 734 nm
(ZULUETA et al., 2009).
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Figura 15 - Estabilizacdo do radical ABTS ™ por um antioxidante (ZULUETA et al., 2009).

Este é um ensaio que possui metodologia simples e aplicabilidade para o estudo
de antioxidantes lipossoliveis e hidrossoliveis (PEREZ-JIMENEZ e SAURA-
CALIXTO, 2006). Entretanto, é descrito que o radical ABTS" " apresenta uma menor
seletividade em comparacdo ao radical DPPH’. A sua baixa seletividade esta
relacionada, por exemplo, a abstracéo inespecifica aos diferentes &tomos de hidrogénios
doadores nas reagdes, sendo, portanto uma das limitacGes desse método. Alguns estudos
relatam que o ABTS™ reage com qualquer substancia aromatica hidroxilada,
independente de seu potencial antioxidante. Enquanto, o radical DPPH" nédo reage, por
exemplo, com flavonoides que ndo possuam hidroxilas no anel B, além de &cidos
fendlicos que tenham apenas um grupo hidroxila em seu anel aromético (GULCIN,
2012).

Outra metodologia aplicada na avaliacdo da capacidade antioxidante é o ensaio
FRAP (“Ferric Reducing Antioxidant Power” ou Poder Antioxidante de Reducdo do
fon Férrico) desenvolvido inicialmente por Benzie e Strain (1996) para medir o poder
redutor do plasma e posteriormente modificado por Pulido et al. (2000) para ser
aplicado no estudo da capacidade antioxidante de alimentos e bebidas.

Diferentemente dos ensaios de DPPH e ABTS, que séo baseados na capacidade
de captura do radical livre, o0 FRAP testa a forca antioxidante das substancias, por meio
da reducdo do complexo Fe**-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina] a ferro-tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) por redutores (Figura 16), no caso, 0s
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antioxidantes, em valor de pH baixo. A medida da absorbancia € realizada em
espectrofotdmetro a 593 nm (BENZIE e STRAIN, 1996).
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Figura 16 - Reduco do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe**
(adaptado de RUFINO et al., 2006).

Uma das maiores limitagdes do método FRAP consiste na possivel reducédo de
qualquer substancia (até mesmo as que ndo apresentam propriedades antioxidantes)
poderem teoricamente reduzir o Fe(lll)-férrico a Fe(ll)-ferroso. Isto se deve ao baixo
potencial redox do Fe*>-TPTZ (inferior a 0,7 V) que contribui para possivel
superestimacdo dos resultados (PULIDO et al.,, 2000). Além disso, nem todas as
substancias conseguem reduzir o Fe(l11) no tempo proposto pelo método (geralmente 10
minutos). Algumas substancias fendlicas como os acidos cafeico e feralico, assim como
a quercetina reagem mais lentamente, e para a sua reducdo total e formacdo do

complexo, seria necessario um tempo maior (30 minutos).

O P-caroteno é o mais abundante dos carotenoides e largamente utilizado em
terapias. E quase completamente insolivel em agua, mas facilmente solivel em
ambientes hidrofdbicos e solventes pouco polares. Muitos estudos tém demonstrado que
ele inibe a auto-oxidacdo de lipidios. O método de co-oxidagdo do PB-caroteno/acido
linoleico (Figura 17), permite a avaliacdo da capacidade de uma determinada
substancia prevenir a oxida¢do do [-caroteno, protegendo-o dos radicais livres gerados

durante a peroxidacao do &cido linoleico (ALVES et al., 2010).
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Figura 17 - Estrutura do B-caroteno (A) e do &cido linoleico (B)

Um emulsificante (Tween-40) é utilizado para ajudar a dissolu¢cdo completa da
mistura B-caroteno/acido linoleico em cloroférmio. Apds remogéo total do solvente, a
mistura € dissolvida em agua previamente saturada com oxigénio atmosférico. A reacdo
¢ monitorada espectrofotometricamente pela perda da coloragdo do [B-caroteno em
470nm e o resultado geralmente é comparado com do padrdo Trolox (ALVES et al.,
2010).

Este método tem sido amplamente utilizado para avaliar a atividade antioxidante
tanto de substancias isoladas quanto de extratos. Este € um teste simples e sensivel,
porém apresenta alguns interferentes, como a interagdo do B-caroteno com o oxigénio

proveniente do meio que dificulta a interpretacdo dos resultados.

O ensaio ORAC - Capacidade de Absorcao de Oxigénio Radicalar € um meétodo
que se baseia na propriedade fluorescente das proteinas B-ficoeritrina (B-PE) e R-
ficoeritrina (R-PE).

O radical (I) derivado de AAPH [dicloreto de 2,2’-azobis (2-amidinopropano)],
por perda de N, reage com oxigénio atmosférico, gerando radical (Il) peroxila. Em
auséncia de antioxidante, Il reage com B-PE e, ou R-PE, suprimindo a fluorescéncia
destas proteinas. Em presenca de antioxidantes, estas interceptam Il, formando produtos
estaveis e B-PE e, ou R-PE podem persistir fluorescendo (Figura 18).
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Figura 18 - Reacdo do radical AAPH no teste ORAC (ZULUETA et al., 2009).

A presenca de antioxidantes resulta numa inibicdo da oxidagdo, induzida pelo
radical peroxila, por transferéncia de &tomos de hidrogénio, no dano dos radicais livres
na substancia fluorescente. Esta inibicdo é observada como uma preservacdo do sinal
fluorescente. A capacidade antioxidante da substancia é calculada pela medida da area
sob a curva de decaimento da fluorescéncia comparada ao padrdo, neste caso o Trolox
(VASCONCELOS et al., 2017).

2.7- Quimiometria: reconhecimento de padrdes e classificacéo.

Um dos principais objetivos para a aplicacdo de métodos multivariados consiste
em classificar e agrupar amostras. Quando o objetivo é descobrir padrées significativos
ou caracteristicos no conjunto de dados, séo aplicados os métodos ndo supervisionados.
Para tal sdo utilizados métodos fundamentados em projecdo (PCA — Anélise de
Componentes Principais) e métodos baseados na distancia entre as amostras (HCA —

analise de agrupamento hierarquico).

A Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) representa graficamente os
dados multidimensionais em um esquema bidimensional. Os resultados sdo
apresentados na forma de um diagrama chamado dendograma, no qual o comprimento

dos ramos representa o grau de similaridade entre as amostras (Figura 19).
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Figura 19 - Esquema ilustrativo de classificagdo por Analise de Agrupamentos Hierarquicos
(BOFFO, 2009)

Os dendrogramas sdo especialmente Uteis na visualizacdo de semelhancas entre
amostras ou objetos representados por pontos em espaco com dimensdo maior do que
trés, onde a representacdo de graficos convencionais ndo € possivel (MOITA e MOITA,
1998).

A Anélise de Componentes Principais (PCA) é um método de analise
multivariada que projeta os dados num espaco de dimensdo menor por meio do
agrupamento de variaveis altamente correlacionadas numa nova variavel direcionada ao
longo do eixo de maior variabilidade dos dados. Os dados originais sdo tratados e
havendo correlacdo significativa entre as variaveis do conjunto de dados é possivel
encontrar novas variaveis, que sdo chamadas de componentes principais (PCs). As
novas variaveis sdo combinac@es lineares das variaveis originais e ortogonais entre si. A
reducdo da dimensionalidade do conjunto de dados leva a uma diminuicdo na
complexidade das informacfes analisadas, tornando-as de mais facil compreenséo. Dois
tipos de grafico sdo gerados na analise por PCA, o grafico de scores e o grafico de
loadings (Figura 20). No primeiro, observam-se as tendéncias de agrupamento entre as
amostras e na segunda, a importancia de cada varidvel para um determinado
agrupamento de amostras (WINNING et al., 2008).

Grafico de scores Grafico de loadings
[ o
o oX oX 2 b

X
0 0
ey
eyey ®a
0 PC1 0 PC1

Figura 20. Esquema ilustrativo de grafico de scores e loadings (adaptado de BOFFO, 2009)
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Os dados usados para a possivel discriminacdo de amostras sdo medidas
variaveis que podem ser de origem espectral (NIR, RMN, EM, IR, UV, Raios—X), de
origem cromatografica (CLAE, CG, CCD), medidas de sensores em um processo
quimico (temperaturas, fluxo, pressdo), medidas de concentracdo de elementos
quimicos. Desta forma dados complexos sdo transformados de forma que as
informacBes mais importantes e relevantes se tornem 6bvias, revelando agrupamentos
de amostras, tendéncias e outliers.

Os métodos ndo-supervisionados tém como um dos principais objetivos
classificar e agrupar amostras em uma mesma categoria de acordo com a similaridade
entre elas. Para classificagdo sdo utilizados algoritmos para aprendizagem
supervisionada (reconhecimento supervisionado de padrbes). Para tal, podem ser
utilizados modelos baseados em componentes principais (SIMCA — Self Independent
Modeling of Class Analogy) e modelos baseados em distancias (KNN — K — Nearest
Neighbors). Amostras de classes ja conhecidas séo utilizadas na constru¢do de um
modelo que possibilite a identificacdo de novas amostras (SIRVEN et al., 2007).

Ristivojevi¢ et al. (2014) utilizaram os dados de cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (HPTLC) combinados com métodos quimiométricos, para o
reconhecimento de padrbes na classificacdo de 52 amostras de propolis coletadas na
Sérvia e uma amostra da Crodcia. Para isso foram utilizados trés métodos multivariados
distintos: PCA, HCA e Mininos Quadrados Parciais para Analise Discriminante (PLS-
DA). Desta forma foi possivel classificar todas as amostras estudadas em dois grupos
principais de prépolis (laranja e azul), apoiando a ideia da existéncia de dois tipos de
prépolis européia. Além disso, os valores de R¢ (fator de retencdo) especificos também
foram usados para identificar as principais substancias responsaveis pela discriminagéo

e, assim, serem alvos de uma investigacdo mais aprofundada.

Tomazzoli et al. (2015) aplicaram PCA e HCA ao conjunto de dados de UV-Vis
obtidos de setenta e trés extratos hidroalcodlicos de propolis recolhida durante as
estagcdes do ano em 2014 (verdo, primavera, outono e inverno) e 2015 (verdo e outono)
do Sul do Brasil. Este estudo objetivou estudar o efeito da sazonalidade sobre a
composicdo quimica dessas amostras de propolis determinadas por alteracdes na Flora
da regido geogréafica. Os perfis de UV-Vis associados a analise quimiométrica permitiu
identificar um padrao tipico entre as amostras de propolis coletadas no verao.
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Nunes e Guerreiro (2012) utilizaram PCA no estudo da influéncia da
sazonalidade na composicdo quimica de amostras comerciais de propolis verde
brasileira. Os dados obtidos por CG-EM e ESI-MS aliada a analise multivariada se
mostraram eficazes para caracterizar substancias volateis e ndo-volateis das amostras e
correlaciona-la com as diferentes estacdes do ano.

A concentracdo de quinze elementos (Ca, Al, Mg, K, Fe, Na, Zn, Mn, Sr, Cu, Cr,
Ni, As, Cd e Pb) em trinta e uma amostras de prépolis coletadas na China e uma nos
Estados Unidos foram determinadas por espectrometria atbmica de emissdo de plasma.
A partir dos dados obtidos e 0 uso de PCA e HCA as amostras foram classificadas em

cinco grupos em relagdo a cor e zonas climéaticos (GONG et al., 2012)
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3- OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral

Avaliar o perfil quimico, o teor em substancias fenolicas e a capacidade

antioxidante de doze amostras de propolis verde (Apis mellifera africanizada) bruta e de

dezesseis extratos de propolis comerciais obtidos da regido Sudeste do Brasil.

3.2- Objetivos especificos

Avaliar o uso de diferentes solventes e metodologias de extracdo para preparar 0S

extratos de propolis.

Analisar e quantificar os constituintes presentes nos extratos de prépolis e nas

tinturas comerciais através de CLAE-DAD.

Avaliar a classificacdo de extratos comerciais de diferentes tipos de propolis,

relacionando-0s com a sua origem geografica.

Comparar a composicdo quimica qualitativa e quantitativa dos extratos de prépolis

bruta com aqueles dos extratos comerciais.

Comparar os teores de fenolicos e flavonoides totais dos extratos obtidos com

diferentes solventes.

Verificar possiveis correlagbes entre os teores de fendlicos e flavonoides totais e

atividade antirradicalar dos extratos de prépolis.
Aplicar os métodos de analise multivariada (PCA) aos resultados obtidos.

Avaliar os efeitos dos extratos etandlicos na sobrevivéncia de ceélulas de
Saccharomyces cerevisiae sob estresse oxidativo provocado pelo peroxido de

hidrogénio.

Avaliar atividade antifingica dos extratos etanolicos por difusdo em agar frente o

fungo Fusarium oxusporum.
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4- PARTE EXPERIMENTAL

4.1- Material e métodos

O solvente utilizado para os ensaios espectrofotométricos foi metanol grau
espectroscopico (VETEC, RJ, Brasil) e todas as solu¢des foram preparadas usando agua
ultrapura, obtida em sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, SP, Brasil).

Os reagentes: carbonato de sodio anidro, cloreto de aluminio hexaidratado e
bissulfito de sédio foram comprados da VETEC (RJ, Brasil). Enquanto os reagentes
2,2-difenil-1-picril-hidrazil, 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) e
Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foram  obtidos
comercialmente da Sigma-Aldrich (Merck).

Os padrdes de acido clorogénico, acido cafeico, vanilina, acido sinapico, acido
feralico, acido para-cumarico, acido rosmarinico, acido 2,3 dimetoxi benzoico, acido
2,5 dimetoxi benzoico, hesperidina, naringenina, pinobanksina, acacetina, canferide,
canferol, pinocembrina, galangina e pinostrombina utilizados para a comparacdo dos
dados por CLAE-DAD foram obtidos pela Sigma—Aldrich (Merck).

O espectrofotdmetro UV-Vis utilizado para as leituras de absorbancias foi da
marca NOVA 2000UV.

A fase movel utilizada na andlise por CLAE foi composta de agua ultrapura,
metanol, acetonitrila e &cido acético com grau espectroscopico (VETEC, RJ, Brasil). A
fase movel foi filtrada através de uma membrana de nylon 0,45 pm (Sartorius) para
remover todas as impurezas.

Os espectros de RMN de *H (500 MHz) e **C (125 MHz) foram obtidos em
espectrometros da marca Bruker, modelo Ultrashield Plus (PPGQ — UFRRJ). Os
solventes utilizados foram todos deuterados (CDCl;, DMSO-Dgs, MeOD), e como
padrdo interno o tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (&) foram obtidos
em parte por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz
(H2).

As anélises por cromatografia gasosa acoplada a espectrométro de massas (CG-
EM) foram obtidas um cromatografo a gas (modelo GC-17A) acoplado ao
espectrometro de massa (QP2010 Plus-Shimadzu). As analises foram realizadas em

coluna capilar de silica fundida Factor Four-VF-5ms (5% difenil- 95%
43



dimetilpolisiloxano, Varian) de 30 m x 0,25 nm de didmetro interno x 0,25 pum de
espessura de filme; temperatura do injetor de 250 °C, gas de arraste hélio na vazdo de 1
mL min™. O volume de injecéo da amostra foi de 1,0 uL com a razdo de split 1:30. O
espectrometro de massa operou nas seguintes condigdes: detector operando por impacto
de elétrons com energia de 70 eV, temperatura da interface de 310 °C, temperatura da
fonte de ionizagdo 220 °C, a temperatura do forno de 150 °C mantidos por 1minuto,
taxa de aquecimento de 10°C por minuto até 290°C, mantidos por 30 minutos. Os

fragmentos foram detectados na faixa de varredura de 40 a 500 Da no modo scan.

4.2- Amostras de prépolis e os extratos alco6licos comerciais

No presente trabalho foram estudadas doze amostras de propolis verde bruta (de
abelhas africanizadas Apis mellifera) obtidas do comércio e diretamente de apicultores
de diferentes regifes. O método de obtencdo no campo foi por raspagem da tampa da

caixa, modelo Longstroth (Tabela 6).

Tabela 6 - Amostras de propolis bruta estudadas neste trabalho.

Codigo da Coleta Origem Geografica Data de Coleta

Amostra
P1 Raspagem Seropédica - RJ Julho/2010
P2 Raspagem Mesquita - RJ Janeiro/Julho - 2012
P3 Raspagem Seropédica - RJ Julho-2012
P4 Raspagem Cacaria - RJ Agosto -2012
P5 Raspagem Carmo - RJ Setembro - 2012
P6 Raspagem Cordeiro - RJ Marco - 2012
P7 Raspagem Paracambi - RJ Setembro - 2012
P8 Raspagem Cacaria - RJ Outubro - 2012
P9 Raspagem Cacaria - RJ Outubro - 2012
P10 Raspagem Cacaria - RJ Outubro - 2012
P11 Raspagem Cacaria - RJ Outubro - 2012
P12 Raspagem Paracambi - RJ Novembro - 2012

As amostras de préopolis bruta tiveram suas impurezas como, pedacos de
madeira, folhas e insetos mortos removidas, resfriadas em nitrogénio liquido,
pulverizadas em liquidificador semi-industrial, em seguidas armazenadas em frascos e

mantidas sob refrigeracdo até o momento das anélises (Figura 21).
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a)

Figura 21: a) Amostra de propolis verde bruta b) Propolis pulverizada

Os dezesseis extratos de propolis comerciais (Figura 22) foram adquiridos do
comércio e, ou diretamente de apicultores de diferentes regides do Rio de Janeiro
(Tabela 7).

Para a realizacdo dos ensaios quimicos, como a determinacdo do teor de
fendlicos totais, flavonoides totais, capacidade antioxidante, e também quantificacao por
CLAE-DAD, todos os extratos comerciais foram concentrados a pressao reduzida e
solubilizados em metanol de acordo com a concentracdo necesséria para a realizagdo

dos testes.

Tabela 7 - Extratos comerciais estudadas neste trabalho da regido Sudeste.

Cddigo da Amostra Origem Geografica Extratos
EC1 Rio de Janeiro etandlico
EC2 Rio de Janeiro composto®
EC3 Rio de Janeiro etanélico
EC4 Rio de Janeiro etanélico
EC5 Sé&o Paulo etandlico
EC6 Rio de Janeiro etandlico
EC7 Rio de Janeiro etandlico
ECS8 Rio de Janeiro etandlico
EC9 Rio de Janeiro etandlico

EC10 S&o Paulo composto®
EC11 Minas Gerais etandlico
EC12 Minas Gerais composto®
EC13 Rio de Janeiro propilenoglicol
EC14 Rio de Janeiro etandlico
EC15 Rio de Janeiro etandlico
EC16 Rio de Janeiro etandlico

a- Extrato de prépolis com gengibre, laranja e menta
b- Extrato de prépolis com menta, malva, gengibre e mel.
c- Extrato de prépolis com roma, agrido e eucalipto
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Figura 22- Diferentes extratos de propolis adquiridas do comércio do Rio de Janeiro

4.2.1- Preparo dos extratos etandélicos (EEP) e metanolicos (EMP) de propolis.

Cada amostra de 2,00 gramas de propolis bruta pulverizada foi extraida com 50
mL de etanol P.A. (95%) para obtencdo dos EEP ou 50 mL de metanol P.A. (95%) para
obtencdo dos EMP em agitagdo magnética a temperatura ambiente por 48 horas. O
extrato foi filtrado em funil de Buchner e concentrado a pressdo reduzida. Apos a
filtracdo do extrato, 0 mesmo foi submetido a um resfriamento para a retirada das ceras
contidas nas amostras e para garantir a recuperacdo completa das substancias fenélicas.
Esse extrato foi usado para os ensaios quimicos (determinacdo de fenois, flavonoides e
capacidade antioxidante), para a quantificacio por CLAE-DAD e para 0S ensaios

bioldgicos.

4.2.2 - Extracao da propolis com metanol em Soxhlet (EMSP)

Uma amostra de 1,00 grama de propolis bruta pulverizada foi introduzida no
cartucho de papel do extrator de Soxhlet e extraida por 5 horas com 80 mL de metanol
P.A. Apds 5 horas de extragdo, o extrato metandlico foi resfriado e deixado no freezer
por uma noite para precipitacdo das ceras. O extrato foi filtrado em funil de Buchner e
concentrado a pressdo reduzida. Esse extrato foi usado nos ensaios quimicos
(determinacdo de fenois, flavonoides e capacidade antioxidante), e também na
quantificacdo por CLAE-DAD.

46



4.2.3- Extracao fracionada da prépolis por meio de Soxhlet

Uma amostra de 1,00 g de propolis bruta pulverizada foi submetida a trés
extracOes sucessivas em extrator Soxhlet, com solventes de polaridade crescente.
Primeiramente, a extragdo da propolis foi realizada com 80 mL de n-hexano P.A. em
seguida com 80 mL de cloroférmio P.A. e, posteriormente com 80 mL de acetato de
etila P.A. (EAP), cada uma das extracdes mantidas por 5 horas. Apos cada tratamento a
propolis resisual foi seca, e submetida a extracdo seguinte. Os extratos hexanico e
cloroformico ndo foram avaliados nesse trabalho. O extrato em acetato de etila foi
concentrato sob pressdo reduzida em rotavapor e armazenado sob refrigeracdo até o

momento das analises.

4.3- Determinacao do teor de balsamos e ceras

O método descrito por Popova et al. (2007) foi utilizado para a determinacéo do
contetido de balsamos nos extratos etanolicos de propolis (EEP). Dois mililitros de cada
um dos doze extratos etandlicos (EEP) foi seco em estufa a 50°C até peso constante, e a
porcentagem de balsamo nos extratos foi calculada como a fracdo solivel em etanol
P.A. (95%).

O contetdo de ceras foi estimado pelo método descrito por Woisky e Salatino
(1998). Porcgdes de 1 g de cada amostra de propolis pulverizada foram submetidas a
extracdo exaustiva com éter de petréleo a 40-60 °C (50 mL). Em seguida, os extratos
foram concentrados sob pressao reduzida, 30 mL de etanol quente foi adicionado sob o
residuo. A mistura foi mantida sob ebulicdo até que fossem separadas duas fases: uma
solucdo clara na porcdo superior e pequena quantidade de residuo oleoso na parte
inferior. A fase etandlica superior foi filtrada a quente através de papel de filtro para
recipiente previamente pesado, evitando a passagem do material oleoso. O filtrado foi
entdo resfriado a 0°C, e novamente pesado. O filtrado e o residuo apds secagem a
temperatura ambiente, foram mantidos em dessecador até que atingissem peso

constante. Os resultados foram expressos em mg por grama de propolis.
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4.4- Determinagdo do teor de fenolicos totais

A determinacdo da concentracdo de fendlicos totais nas amostras foi feita com
base no uso de uma curva padrdo de acido galico, utilizando o método
espectrofotométrico com o reagente de Folin-Ciocalteau com modifica¢des (PAPOTTI
et al., 2010).

Os extratos EEP, EMP, EMSP, EAP e extratos comerciais (ECP) foram secos e
solubilizados em metanol HPLC, resultando solucdes de concentracdo de 1,0 mg mL™.
Uma porc¢édo de 50 uL de cada um desses extratos foi transferida para frascos de 5 mL.
Em seguida foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1:10) e 2,0 mL
de uma solucdo aquosa de carbonato de sodio a 4% recém-preparada. A mistura
reacional ficou em repouso por 5 minutos em aquecimento em banho a 50°C, onde se
observou a mudanca da coloracdo da solucao de esverdeada para azul. Apos esse tempo,
fez-se a leitura em espectrofotdmetro UV-Vis a 760 nm utilizando-se cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho éptico e agua ultrapura como branco. (PAPOTTI et al., 2010).

O teor de fendlicos totais nos extratos de prépolis foi determinado por
interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com
padroes de acido galico e expressos como mg de equivalentes de acido galico por

100mg de extrato.

4.4.1- Preparo da curva analitica do acido galico

A curva analitica foi preparada a partir da solucdo metandlica do padrdo de acido
galico (1000 pg mL™). Cada volume (50 pL) da solugdo padrdo em concentracdes de
(25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 e 600 pg mL™) foi transferida para frasco de 5 mL, ao
qual foram adicionados 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 2,0 mL de solugéo
aquosa de carbonato de sodio a 4% recém-preparada. Apds esse tempo, as leituras
foram feitas a 760 nm, utilizando-se agua ultrapura como branco. A curva analitica foi
construida a partir do programa Origin 6.0 e sua equacdo foi definida como
Y=0,12497+0,12951.X, onde Y é o valor da absorbancia e X a concentracdo de acido
galico. O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de 0,999 (Figura 23). Através dessa

equacao determinou-se indiretamente o teor de fenois totais nas amostras (concentragdo
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X), substituindo Y pela média das absorbéancias de cada amostra de propolis. Todas as

andlises foram realizadas em trés repeticoes.

Regressao Linear:

1.0 Y=A+B*X
0.8+
Parametro Valor Erro
8.6
:J%' . A 0,12497  0,00668
B 0,12951  0,00185
ao.x
R SD N P
o.o T T T T T T T T

0,99949  0,01121 7 <0.0001

Figura 23 - Curva analitica da relagdo entre as médias das concentracdes da solugédo do &cido
géalico versus as absorbancias (760 nm) para os ensaios de Folin-Ciocalteau.

4.5- Determinacao do teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo adaptacdo da metodologia
descrita na literatura utilizando como reagente o cloreto de aluminio (BONVEHI et al.,
1994; MIHAI et al., 2012).

Os extratos EEP, EMP, EMSP, EAP e extratos comerciais (ECP) foram secos e
solubilizados em metanol HPLC, resultando nas solugdes com concentracdo de 1,0 mg
mL™. Uma aliquota de 400 uL de cada um desses extratos foi transferida para baldo
volumétrica de 10,00 mL. Em seguida, foram adicionados 200 uL de uma solucdo
metandlica de cloreto de aluminio 2% e o volume completado com metanol até o
volume final do baldo. Apo6s 30 minutos a absorbancia foi lida a 425nm contra o branco
(metanol) a fim de quantificar flavonoides. Os resultados foram expressos como mg de

equivalentes de quercetina por 100 mg de extrato.
4.5.1- Preparacdo da curva analitica da quercetina

Para a construcdo da curva analitica foi preparada uma solu¢do padrdo de

quercetina em metanol (1000 pg mL™). Aliquotas de 400 pL de cada solugdo nas
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concentrages de 50, 40, 30, 20, 10, 15, 5 e 1 pug mL™ foram misturadas a 200 pL de
solucdo metandlica de cloreto de aluminio 2% num bal&o volumétrico contendo 5 ml de
metanol. O volume final foi ajustado para 10,00 ml com metanol. Apds 30 minutos foi
medida a absorbancia a 425 nm, utilizando metanol como branco. A curva analitica foi
feita a partir do programa Origin 6.0, sendo obtida a equacdo da reta
Y=0,04078+0,06553. X, onde Y é o valor da absorbéncia a 425nm e X € a concentragdo
de quercetina (Figura 24). O coeficiente de correlacdo (R) obtido foi de 0,999. Por
meio dessa equagdo determinou-se indiretamente o teor de flavonoides totais nas
amostras, onde se substituiu Y pela média da absorbancia de cada amostra de propolis.

Todas as analises foram realizadas em trés repeticdes.

Regresséo Linear:

H.IE__
] Y=A+B*X
0.16 o
= Parametro  Valor Erro
Q.12
g ey A 0,04078  9,26E-04
Bz - B 0,06553  8,63E-04
0.08
R sD N P
ﬂlﬂ ' n{ﬁ I 1.Iﬂ I I.IE ' 2:5 '
womt 0,99948 0,00158 8 <0.0001

Figura 24 - Curva analitica das médias das concentracdes da solucdo de quercetina versus as
leituras de absorvancias (425 nm), ap6s o ensaio com cloreto de aluminio.

4.6- Determinacdo da capacidade antioxidante

4.6.1- Método de sequestro de radicais livres DPPH

A avaliacdo da capacidade antioxidante foi realizada segundo metodologia
descrita por PEREZ et al., (2007), com pequenas modificagdes. Nesse método, foi
avaliada a capacidade das substancias presentes nos extratos de propolis em sequestrar o
radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH). A porcentagem de atividade
antiradicalar (%AA) foi calculada através da descoloracédo do radical DPPH®, segundo a
equacdo abaixo (MENSOR et al.,, 2001). Para determinacdo dessa atividade (%AA)

foram selecionados para o controle negativo trés valores, dos quais foi feita a média
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usada no calculo (ADbs conrole), € para 0 branco foi feita a média das leituras dos dois

POGOS.

%AA =100 — (AbS amostra — AbS branco) x 100
ADS controle

Onde: Abs amostra = absorvancia da amostra com a solugdo de DPPH
Abs branco = absorvancia da amostra com metanol

Abs controle = absorvancia do metanol com a solugéo de DPPH
4.6.1.1- Determinacdo do CEs, para os extratos de propolis

Para a determinacdo do CEsgg dos extratos de prépolis e das substancias padrbes
foram preparadas solu¢cdes em metanol HPLC a partir de uma solucéo inicial de 1000
ng mL™. Os ensaios foram realizados utilizando duas microplacas com 96 pocos para
cada amostra, com trés concentragcdes em cada linha e em ordem crescente de diluig&o,
onde foram pipetados 0,71uL das solu¢des dos extratos de propolis (fileiras B, C e D, da
coluna 1 a 11). Como controle, nos seis primeiros pocos (fileira A) foram pipetados
0,71uL de metanol, e para o branco foram pipetados 0,29ulL de metanol e 0,71uL da
solucdo dos extratos de prépolis (colunas 10 e 11 da microplaca). Em seguida foram
pipetados 0,29uL da solucdo de DPPH (0,3mM) e adicionados em cada pogo utilizado,
exceto nos relativos aos brancos. Apds 30 minutos de incubagdo no escuro, as leituras
foram realizadas em espectrofotometro ELISA a 520nm. Todos os ensaios foram
realizados com trés repeticoes.

Foram utilizadas para a construcdo das curvas, as concentragdes iniciais
presentes nos pocos a partir das diluicdes que foram feitas a 71%. Sendo assim, pode ser
calculada as concentracOes obtidas em cada poco, representada por [ Jpoco = 0,71.[ Jsol-

A concentracdo efetiva, quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a
concentragdo inicial de DPPH em 50% (CEsp), foi determinada para as amostras usando
0 programa Origin 6.0, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida
plotando na abscissa as concentracdes da amostra (ng mL™) e na ordenada, a

porcentagem de atividade antioxidante (% AA).
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4.6.2- Método de reducdo do ion férrico (FRAP)

O teste de FRAP foi realizado segundo a metodologia descrita por Bertoncelj et
al. (2007). Este método testa a forca antioxidante das substancias, via avaliacdo da
reducdo do complexo Fe**-TPTZ (ferritripiridiltriazina) [2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-
triazina] a ferroso-tripiridiltriazina (Fe?*-TPTZ), um complexo de cor mais intensa, na
presenca de antioxidantes. O reagente FRAP é obtido a partir da combinagdo de 25 mL
de tampdo acetato 0,3 M (pH 3.6), 2,5 mL de uma solu¢do de 40 mM de HCIl de TPTZ
(2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina ) a 10 mM e 2,5 mL de uma solucéo aquosa de cloreto
férrico 20 mM, devendo ser usado imediatamente apds sua preparacao.

Solucbes dos extratos de prépolis foram preparadas em metanol grau
espectroscopico na concentracdo de 1,0 mg mL™. A uma aliquota de 0,5 mL dessa
solucdo adicionou-se 4,5 mL de reagente de FRAP. Manteve-se a mistura aquecida a
37°C por 10 minutos, onde a coloracdo da solucdo passou de azul claro para azul
escuro. Em seguida, fez-se a leitura da sua absorbancia a 593nm, utilizando cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho Optico e &gua ultrapura como branco. Uma solucdo aquosa
de FeSO,4.7H,0 (100-1000 uM) foi utilizada para a curva analitica e os resultados foram

expressos em mmol Fe(l11) por 100 mg de extrato.

4.6.2.1 - Construcdo da curva analitica com sulfato ferroso

A curva analitica foi preparada a partir da solugdo aquosa do padrdo de sulfato
ferroso heptaidratado (FeSO,4.7H,0). Aliquotas de 0,5 mL de solucBes de concentragdes
variando de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 uM foram transferidas
para tubos de ensaio, nas quais foram acrescentados 4,5 mL do reagente de FRAP. Os
tubos de ensaio foram mantidos em banho-maria a 37°C por 10 minutos. As leituras
foram feitas a 593nm, utilizando a solug&o reacional sem o padrdo como branco. A
curva analitica foi construida a partir do programa Origin 6.0, e sua equacdo foi definida
como Y = 0,00107 + 0,0018 . X, onde Y é o valor da absorbancia a 593 nm, X ¢é a
concentracdo de sulfato ferroso heptaidradato. O coeficiente de correlagdo (R) obtido foi
de 0.99961 (Figura 25). Por meio dessa equacdo determinou-se a concentracdo

equivalente de Fe(ll) nas amostras (concentragdo X), substituindo Y pela média das
52



absorbancias de cada amostra de extrato de propolis. Todas as anélises foram realizadas

com trés repeticoes.

Regresséo Linear:

Y=A+B*X
Parametro Valor Erro
g A 0,00107  0,0011
g B 0,0018 1,78E-05
2
R SD N P
: 0,99961 0,00161 10 <0.0001

Figura 25 - Curva analitica das médias das concentra¢fes da solucdo aquosa de FeSO,4 .7H,0O
versus as leituras de absorbancias (593 nm), apds o ensaio com reagente de FRAP.

4.6.3 - Método pela captura do radical-cation (ABTS™)

A avaliagdo da atividade antioxidante pelo ensaio com ABTS foi realizado

segundo metodologia descrita por Rufino et al. (2007). O método consiste em medir a
atividade antiradicalar através da captura do radical-cation ABTS™. O radical-cation

ABTS ™ é preparado a partir da reagdo de 5 mL da solucéo estoque 7mM de ABTS com
88uL da solu¢do 140mM de persulfato de potassio. A mistura é mantida no escuro a
temperatura ambiente por 16 horas. Em seguida, 1 mL desta mistura é diluida com
alcool etilico absoluto até obter uma absorbancia de 0,700 £ 0,05 nm a 734 nm.
Solucdes dos extratos de prépolis em metanol na concentracdo de 1,0 mg mL™
foram preparadas. A uma aliquota de 50uL dessa solucdo adicionou-se 5,0mL de
reagente de ABTS. A leitura da sua absorbancia a 734nm foi realizada apds 6 minutos,
utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6Optico e alcool etilico absoluto
como o branco. A curva analitica foi construida a partir de solu¢des de Trolox (0,00 a
2,4 mmol L™) e os resultados expressos em mmol Trolox por 100 mg de extrato. Todas

as analises foram feitas com trés repeticoes.
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4.6.3.1- Construcdo da curva analitica com Trolox

A curva analitica foi preparada uma a partir da solugdo etandlica do padréo de
Trolox (3,0 mmol L'l). Em aliquotas de 50 pL de concentragdes variando de 0,0; 0;3;
0,6;0,9;1,2;:1,5; 1,8; 2,1 e 2,4 mmol L™, adicionou-se 5,0 mL do reagente de ABTS. A
leitura da sua absorbancia a 734nm foi realizada ap6s 6 minutos, utilizando a solu¢édo
reacional sem o padrdo como branco. A curva analitica foi construida a partir do
programa Origin 6.0 e sua equacao foi definida como Y=-26.37778. X + 0.65164, onde
Y é o valor da absorbancia a 700 nm, X é a concentracdo de Trolox. O coeficiente de
correlacdo (R) obtido foi de -0.9997(Figura 26). Por meio dessa equacao determinou-se
a concentracdo equivalente em Trolox nas amostras (concentracdo X), substituindo Y
pela média das absorvancias de cada extrato. Todas as analises foram realizadas com
trés repetigdes.

Regresséo Linear:

Y=A+B*X
Parametro Valor Erro

E A 0,65164  0,00349

=i i

= 8 -26,37778  0.24442

=
R SD N P

T 00997 0,00568 9 -0,9997

Figura 26 - Curva analitica das médias das concentra¢fes da solucao etanolica de Trolox versus
as leituras de absorbancias (760 nm), ap6s o ensaio com reagente de ABTS.

4.7- Analises por espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel dos extratos

de propolis.

A determinacdo dos espectros de absor¢do no UV dos diferentes extratos de
prépolis foi realizado segundo método descrito por Park et al. (2000) com algumas
modificagdes. Aliquotas de 5uL de cada extrato de prdpolis foram diluidas com 5 mL
de metanol grau espectroscdpicao, e 0s espectros de absorcdo na regido UV-Visivel
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foram determinados na faixa de comprimento de onda 200-500 nm em
espectrofotdmetro UV-Mini 1240 (Shimadzu).

4.8 — Isolamento e caracterizacdo do Artepilin C e acido para-cumarico do EEP

O marcador quimico da prépolis (Artepillin C) foi isolado e caracterizado para
ser usado como padrdo na analise por CLAE-DAD. Apenas o extrato etandlico de
propolis (EEP4) foi escolhido e submetido a cromatografia em coluna, utilizando-se gel
de silica 60 (230-400 Mesh) como fase estacionaria, usando hexano e acetona para
compor a fase movel, em diferentes proporcoes. A coluna cromatogréfica foi preparada
pela homogeneizacdo da silica com o eluente, sendo posteriormente empacotada com
mesmo solvente. O extrato EEP4 foi dissolvido numa quantidade minima de etanol e
misturado com um pouco de silica, que apds evaporacao do solvente formou a pastilha,
que foi aplicada no topo da coluna. A coluna foi entdo eluida sequencialmente com 80
mL de cada solvente: 100% hexano, 1:3 (v /v) de acetato de etila: hexano; 1:1 (v/v) de
acetato de etila: hexano; 3:1 (v/v) de acetato de etila: hexano e 100% de acetato de etila.
A reunido de cada uma das fracbes foi determinada por CCDA em silica gel, e as

fracdes depois de reunidas, foram evaporadas para remover o0 solvente.

4.9 - Atividade antioxidante utilizando Saccharomyces cerevisiae

A atividade antioxidante dos extratos etandlicos de prépolis (EEP) frente a um
modelo biologico foi realizada utilizando células eucarioticas da levedura
Saccharomyces cerevisiae. Para a realizacéo dos testes foi utilizada a cepa BY4741 com
gendtipo MATa; his3; leu2; metl5; ura3 adquirida da empresa Euroscarf (Frankfurt,
Alemanha).

A cepa estocada foi mantida em meio solido YPD 2% (1% extrato de Iévedo, 2%
glicose, 2% peptona e 2% éagar). Para os experimentos, as células foram crescidas em
meio YPD 2% liquido em um agitador orbital a 28°C e 160 rpm com uma razéo de 5:1
volume do frasco:meio de cultura. A concentracdo celular foi determinada pela medida
da absorbancia da suspensdo de células a 570 nm. O fator de conversdo da absorbancia
em concentragdo celular foi calculado pela filtracdo de 10 mL da suspensdo celular

através de um filtro Millipore (0,45 pum) e desidratagdo a 80 °C até peso constante.
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4.9.1- Estresse oxidativo e viabilidade celular.

As células cresceram até o meio da 12 fase do crescimento celular (em torno de
1,0 mg peso seco de células mL™) e foram incubadas na concentragdo de 100 pug mL™
dos extratos de prépolis por 60 min a 28 °C e 160 rpm. Apds esse periodo as células
foram recolhidas por centrifugacdo a 4 °C, lavadas com &gua destilada estéril e
ressuspensas em meio de cultura velho livre de células, contendo solucdo de peréxido
de hidrogénio na concentracdo de 0,5 mM. Manteve-se um ensaio apenas com a
suspensdo celular (controle) e outro com a suspenséo celular e o peréxido de hidrogénio
(H202) com células que ndo tiveram o pré-tratamento com as solugdes dos extratos de
prépolis. Todas as suspensdes permaneceram por 60 min a 28 °C e 160 rpm em um
agitador orbital e ap0Os esse periodo foi retirada uma aliquota das diferentes suspensdes e
aplicada em placas de Petri contendo meio sélido YPD 2% e YPGLY 4% (4% glicerol,
2% peptona, 1% extrato de levedura, 2% 4&gar), apés as devidas diluigdes seriadas. O
meio YPGLYy foi usado para testar a formacéo de células petite (ADAMIS et al., 2004).
As placas foram mantidas em estufa BOD a 30 °C e as colonias (UFC-unidades
formadoras de colénia) foram contadas apds 72 horas (BITTERMAN et al., 2003).

4.9.2- Oxidacdo de lipideos (peroxidacdo lipidica) pelo método de substancias

reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

Para a dosagem do nivel de peroxidacdo lipidica foi preparado um extrato
celular, utilizando-se éacido tricloroacético 10% e pérolas de vidro. Ap6s o rompimento
da membrana por agitagdo em vortex, centrifugou-se a suspensdo celular retirando-se
aliquotas do sobrenadante para o ensaio de peroxidacdo, onde foi adicionado EDTA,
agua e acido tiobarbiturico (TBA). As amostras foram incubadas a 100 °C por 15 min e,
apos resfriamento, a absorbancia do produto formado foi lida a 532 nm. O produto
gerado é o resultado da reacdo do &cido tiobarbitdrico e o produto gerado pela
peroxidacdo dos lipidios de membrana - malondialdeido (MDA). Os valores de
absorbancia foram transformados em pmol de produto formado (MDA). Os resultados
sdo expressos como uma relacdo entre o nivel de peroxidacdo lipidica de células

expostas ao peroxido de hidrogénio, células ndo estressadas (controle) e células
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expostas ao peroxido apos pré-incubagcdo com o0s extratos de prépolis testados (STEELS
et al.,1994).

4.10 - Atividade antifungica

O ensaio foi realizado pelo método de difusdo em agar que é 0 mais comum para
determinar atividade antifingica. O método é reconhecido como preciso e confidvel,
com o qual é possivel calcular o grau de inibi¢do do crescimento de micro-organismos e
as suas alteracdes morfoldgicas de uma forma simples (KALEMBA e KUNICKA,
2003).

Em discos com 0,6 cm de didmetros, contendo estruturas reprodutivas do Fungo
Fusarium oxysporum, obtido na colecdo do Departamento de Fitotecnia da UFRRJ
(codigo FUS4514), foram repicados para o centro das placas contendo meio nutritivo
BDA, previamente vertido e solidificado. Em seguida, as placas foram fechadas,
lacradas com filme de PVC e incubadas em camara com temperatura controlada (25 +
1°C) por 72 horas. Os tratamentos (n=5) consistiram na adi¢do das solucdes de alcool de
cereais + propolis no meio nutritivo BDA, nas concentraces de 0,5 mg mL™. Dois
controles negativos foram preparados, um apenas com 0 meio nutritivo BDA e outro
com 12,5 pL mL™ de &lcool de cereais. Trés controles positivos foram preparados, com
adicdo direta dos fungicidas comerciais Manzate (mancozebe 20%), Folicur
(tebuconazole 20%) e Cuprogarb 500 (equivalente em cobre metalico a 50%) ao meio
de cultura na concentracdo de 1 uL mL™. Apds 72 horas de incubagdo as placas foram
digitalizadas e as imagens processadas no programa Image J 1,49 (National Institute of
Health, USA). A anélise de variancia, o teste de médias e os graficos foram realizados

no programa GraphPad Prism 6,01. O calculo da inibicdo foi obtida por meio da

equacéo:
I (% ) =100 — (Atp x 100)
Ac
Onde: | = inibicdo

Atp = area dos tratamentos com propolis

Ac = area do controle
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4.11- ldentificacdo das substancias presentes nos extratos de propolis

As analises qualitativas e quantitativas das substancias que compdem os extratos
de propolis foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de fotodiodos (CLAE-DAD). O perfil cromatografico dos extratos EEP, EMP,
EMSP, EAP e extratos comerciais (ECP) foi realizado em cromatografo liquido
Prominence (Shimadzu) constituido por duas bombas série LC-20AT, com detector de
fotodiodos SPD-M20A e autoinjetor SIL-10A. O controle do equipamento e aquisi¢do
dos dados foi feito através do software LCSolution (Shimadzu). As analises foram
realizadas em coluna analitica de fase reversa C-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum de
particula, Betasil, Thermo), mantida a 30 °C. A fase mdvel utilizada foi agua com 1%
de acido acético (solvente A) e metanol (100, solvente B), com fluxo constante de 1,0
mL min™ e o volume de amostra injetada foi de 20 pL. O gradiente iniciou-se com 35%
do solvente B por 2 minutos, 35 a 80% de B em 20 minutos, 80 a 92% B em 25

minutos, apds 3 minutos retornando a 35% de B, onde foi mantido por 2 minutos.

Todas as solugBes de extrato de prépolis foram preparadas em metanol grau
espectroscopico a 1000 ug mL™ e 20 pL foram injetados, apos serem filtrados através
de um filtro de seringa (13mm, porosidade de 0.45um, PVDF, Analitica). A
identificacdo das substancias presentes nos extratos foi baseada na comparagdo dos
tempos de retencdo e suas curvas no UV com os de padrdes auténticos, e a quantificacdo
foi realizada usando dados de calibracdo externo para as mesmas substancias. Cada
padrdo foi analisado individualmente e o monitoramento dos cromatogramas foi
realizado a 280 e 320 nm, visto que a maioria dos acidos fendlicos e flavonoides
encontrados em propolis mostram suas absor¢fes méximas no ultravioleta, proximos a
esses comprimentos de onda (TRAN et al., 2012; THIRUGNANASAMPANDAN et al.,
2012; SIRIPATRAWAN et al., 2013).

Na Tabela 8 estdo definidas as equacdes da reta, a linearidade (R) e a faixa de
concentracdo de cada padrdo. Todas as analises foram realizadas em trés repetigcdes. Os

resultados quantitativos foram expressos em mg de susbtancia por 100 mg de extrato
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Tabela 8. Equacdes da reta, linearidade (R) e a faixa de concentracdo de cada padréo.

~ Faixa de
N Equacéo da reta ~
Padrdes C R concentragao
Y=A+B.X a1
] (rgmL")
Acido clorogénico -90334,46 + 12886,18 * X 0,99723 100 — 3000
Acido cafeico 153145,60 + 74,50 * X 0,99016 50 — 2000
Acido para-cumérico  -337764,37 + 93909,23* X  0,99932 50 - 3000
Acido ferdlico 211001,33 +26531,84* X  0,99248 50 - 3000
Acido rosmarinico 16627,13 + 19223,08 * X 0,99923 100 - 3000
Hesperidina 55694,26 + 20606,75 * X 0,99051 50 - 1000
Vanilina -134683,19 + 58078,01* X  0,99817 100 - 1000
Canferol -97036,23 + 45848,86 * X 0,99981 50 - 1000
Canferide 7489 + 31810,5 * X 0,99987 100 - 3000
Naringenina -73674,18 + 32870,47 * X 0,99979 50- 1000
Pinobanksina -327949 + 71201 * X 0,99705 100 - 2000
Artepillin C -25806,37 + 9025,74 * X 0,99973 100 - 3000
Pinostrombina -152223,53 + 60044,86 * X 0,99495 100 - 2000

4.12 - Analise Estatistica

Para efetuar a analise de componentes principais (PCA) foi utilizado o software
The Unscramble® 10.3. As analises quimicas foram realizadas com trés repeti¢cdes para
a construcdo das matrizes de dados. Os dados foram auto-escalados, centrados na média
e a validacdo cruzada foi utilizado como parametro na analise.

Para a analise dos resultados de viabilidade celular e peroxidac&o lipidica foram
aplicados o teste de analise de variancia ANOVA seguido de teste de Tuckey para
comparacgdo das médias e a diferenca considerada estatisticamente significativa quando
p<0,05, utilizando os softwares Graph Pad Prism 6.01 e Excel 2010.

As matrizes de correlagdo de Pearson foram construidas utilizando o software
Bio Estat 5.3.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Obtencéo dos extratos de propolis bruta pulverizada.

Na Tabela 9 estdo descritos os rendimentos dos extratos etandlicos (EEP) e
metandlicos (EMP) obtidos por agitacdo magnética (48 horas) a temperatura ambiente,
partindo de 2,0 gramas de propolis bruta triturada. Os rendimentos dos extratos
encontram-se entre 30,2% e 54,7% para o EEP e 20,1% e 62,8% para EMP.

Tabela 9 — Rendimentos dos extratos etanolicos (EEP) e metandlicos (EMP) da
prépolis bruta, obtidos por agitacdo magnética (48 horas).

EEP Rendimento EMP Rendimento

Amostras (mg) % (mg) %
P1 520 52,0 473 47,3
P2 540 54,0 533 53,3
P3 303 30,3 201 20,1
P4 386 38,6 505 50,5
P5 302 30,2 521 52,1
P6 376 37,6 472 47,2
P7 308 30,8 375 37,5
P8 515 51,5 548 54,8
P9 547 54,7 600 60,0
P10 487 48,7 628 62,8
P11 472 47,2 432 43,2
P12 415 41,5 460 46,0

Analisando a eficiéncia do solvente extrator, 0 metanol apresentou um rendimento
médio superior & extracdo com etanol. Apesar do rendimento dos extratos metandlicos
serem levemente superiores para maioria das amostras (P4, P5, P6, P7, P9, P10), o
método de extracdo com etanol é o mais tradicional e amplamente utilizado até hoje, em
razdo da alta solubilidade da prépolis em &lcool por causa da grande quantidade de
derivados prenilados. Além disso, 0 uso do etanol no lugar de solventes toxicos e caros,
como metanol, permite ilustrar os principios da quimica segura, uso de recursos de
fontes renovaveis e a diminuicao na geracdo de efluentes toxicos. Assim, comumente o
solvente de escolha para o preparo dos extratos de prépolis comercilizado tem sido o
etanol.
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Na Tabela 10 sdo descritos os rendimentos (%) dos extratos metandlicos
(EMSP) e em acetato de etila (EAP) obtidos para as extragdes partindo de 1,0 grama de
propolis utilizando aquecimento em aparelho Soxhlet por 5 horas.

Para preparar 0s extratos de acetato de etila, a propolis bruta foi submetida a trés
extracdes sucessivas por 5 horas, com solventes de polaridade crescente. A primeira
extracdo foi realizada com 80 mL de n-hexano, em seguida com 80 mL de cloroférmio e
por ultimo com 80 mL de acetato de etila (EAP). Os extratos hexanicos e cloroformicos
foram utilizados na tentativa de retirar seletivamente a cera e o material resinoso, e
deixar a matriz de propolis mais limpa para ser extraida com o acetato de etila. Os

extratos hexanicos e clorofémico néo foram investigados.

Tabela 10 — Rendimentos dos extratos metandlicos (EMSP) e de acetato de etila (EAP)
da propolis bruta obtidos por Soxhlet.

EMSP Rendimento EAP Rendimento

Amostras (mg) % (mg) %
P1 670 67,0 55 5,5
P2 492 49,2 48 4,8
P3 540 54,0 12 1,2
P4 555 55,5 57 5,7
P5 582 58,2 47 4,7
P6 560 56,0 60 6,0
P7 452 45,2 20 2,0
P8 577 57,7 52 5,2
P9 540 54,0 10 1,0
P10 605 60,5 35 3,5
P11 575 57,5 42 4,2
P12 682 68,2 37 3,7

Os rendimentos dos extratos metandlicos obtidos por Soxleht variaram entre
49,2% e 68,2 %, levemente superiores aos rendimentos obtidos por agitacdo magnética
usando o mesmo solvente, enquanto os rendimentos dos extratos em acetato de etila
variaram de 1,0 % a 6,0 %, valores bem inferiores em comparacdo aos demais extratos.
Esses rendimentos inferiores s&o justificados pelo fato dos extratos em acetato de etila
(EAP) terem sido preparados utilizando uma extragdo prévia com hexano e cloroférmio,
onde parte de constituintes ficaram retidos.
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A utilizacdo de outros solventes como o glicerol e propilenoglicol apresentados
em alguns estudos, mostraram menor eficiéncia na extracdo de acidos fenolicos e
flavonoides quando comparados aos extratos em etanol e metanol. A agua também tem
sido um solvente bastante utilizado, porém seus extratos contém concentracfes mais
baixas de substancias bioativas em comparacdo aos extratos etandlicos (YEO et al.,
2015).

O procedimento de extracdo pode ser o principal passo para a recuperagdo e
isolamento de substéancias bioativas presentes nas matrizes de origem vegetal ou animal,
antes da andlise dos seus componentes. O termo extracdo significa retirar, da forma
mais seletiva e completa possivel, as substancias ou fracdo ativa contida no material de
interesse, ao se utilizar, para isso, um liquido ou mistura de liquidos tecnologicamente

apropriados e toxicologicamente seguro (QUEIROZ et al., 2001).

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a estabilidade
das substéncias extraidas, a disponibilidade dos meios e o custo do processo escolhido,
considerando a finalidade do extrato que se quer preparar. O fracionamento de um
material vegetal pode ser iniciado através da extracdo sélido-liquido ou partindo-se do
extrato vegetal através da extracdo liquido-liquido, utilizando solventes organicos de
polaridade crescente ou através da particdo acido-base (extracdo com solvente
qguimicamente ativo). Em qualquer dos procedimentos se procura a dissolucédo seletiva
da substancia ou da fracdo bioativa entre as fases dos solventes empregados. Cada
substancia apresenta um coeficiente de particdo ou distribuicdo, o qual esté relacionado
com a concentracdo de cada um dos componentes no solvente extrator. O objetivo final
dos métodos de extracdo € a preparacdo de um extrato enriquecido com 0s componentes
de interesse e livres de interferéncia dos demais componentes da matriz (QUEIROZ et
al., 2001).

Solventes de diversas polaridades podem ser utilizados para “extrair” a propolis,
isto €, dissolver e separar a parte resinosa e balsdmica, que contém os principios ativos,
dos componentes insoliveis e com pequena ou nula atividade farmacolégica, que

formam a chamada borra da propolis.
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Relatos da literatura descrevem procedimentos de extracdo distintos para a
prépolis, onde as principais diferencas entre as metodologias se referem aos parametros
como, tempo de extracdo, tipo e proporcao de solvente utilizado, temperatura e forma de
agitacdo. Entretanto, o solvente mais empregado para o preparo dos extratos é o alcool
etilico, porém ndo se pode usar qualquer alcool (etanol) para fazer o extrato de prépolis
com finalidade terapéutica. Muitos alcoois contém aditivos e impurezas que 0s tornam
improprios para o consumo, principalmente o metanol, que € considerado extremamente
toxico. Por isso 0 mais indicado no preparo das formulacGes de extratos de propolis é o
alcool de grau alimenticio, como € o caso do alcool de cereais.

A prdpolis ndo pode ser consumida diretamente na sua forma bruta por ser uma
mistura de cinzas, ceras, substancias bioativas e polén. Embora haja produtos que a
comercializa bem trituradas em capsulas, normalmente quando consumida ¢é
comercializada como um extrato hidroalcdolico da propolis bruta. A extracdo de
componentes da sua matriz pode ser feita por diferentes processos, existindo varias
metodologias descritas na literaratura para a preparacdo de extratos de prépolis.
Portanto, os componentes e os efeitos da prépolis (propriedades biolégicas) dependem
do tipo de propolis bruta e do método de producdo do seu extrato. O método de extracdo
de propolis mais utilizado emprega o alcool etilico contendo diferentes porcentagens de
agua, especialmente em concentracbes de 70% v/v e 80% v/v, embora outras
concentragdes também tenham sido utilizadas como, 95% v/v e etanol absoluto. Este
solvente é utilizado porque a propolis apresenta baixa solubilidade em &gua, em razdo
das caracteristicas apolares da maior parte das substancias que a compdem (ceras e
resinas) (CAETANO, 2000, CABRAL et al., 2009; COTTICA et al., 2011; SAWAYA
etal., 2011).

Segundo Fontana et al. (2004) o etanol a 70-80% é o solvente apropriado para a
maioria das preparacdes farmacéuticas e para o preparo de solucdes de propolis densas,
limpidas e de coloragdes que variam do amarelo ao marrom. A norma brasileira de
identidade e qualidade (Anexo VII da Instrucdo Normativa n° 11, de 20/10/2000 do
Ministério da Agricultura) estabelece para o extrato de prépolis que o alcool do extrato
deve ter no maximo 70° GL (7 partes de alcool para 3 partes de agua, o que equivale a
70% de &lcool absoluto).
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A busca de um método de extracdo préatico e eficiente € um objetivo constante
nas avaliacbes de substincias bioativas, onde diversos pardmetros devem ser
observados, como por exemplo, solvente, tempo e temperatura usados. A metodologia
mais utilizada para se extrair os principios ativos da prépolis bruta é por extracdo
simples, conhecida como maceragio e repouso. E um procedimento na qual a extragio
da prépolis é realizada em recipiente fechado, em temperatura ambiente, durante um
periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacdo do liquido
extrator (processo estatico). Geralmente, uma solucdo 30% (m/v) da amostra é deixada
em contato com alcool etilico P.A ou 70% (v/v). O tempo de contato da propolis bruta
com o solvente pode variar de semanas a meses, com ou sem agitacdo, a temperatura
ambiente. Outro método de extracdo da propolis se dad por meio do aquecimento
utilizando um aparelho Soxhlet, onde em geral o processo é mais rapido e envolve o
aquecimento da amostra a uma temperatura superior a 80° C utilizando normalmente o
alcool (CAETANO, 2000). Nesse procedimento a extracdo é continua, se extrai solidos
com solventes volateis. Em cada ciclo da operagdo, o material vegetal entra em contato
com o solvente renovado; assim, 0 processamento possibilita uma extracdo altamente
eficiente, empregando uma quantidade reduzida de solvente, em comparacdo com as
quantidades necessarias nos outros processos extrativos, para se obter os mesmos
resultados qualitativos e quantitativos.

O etanol é o solvente mais utilizado nas extracdes, entretanto apresenta um forte
sabor residual. Apesar de metanol também apresentar excelentes resultados quanto a
extracdo das substancias ativas (utilizado na preparacdo de extratos para estudos de
quantificacdo e identificacdo quimica), sua utilizacdo para a producdo de tinturas se
torna inviavel devido sua alta toxicidade (JUG et al., 2014).

As diferentes metodologias empregadas para se preparar 0s extratos de prépolis
conduzem os estudos de procedimentos de extracdo na busca para a sua padronizacdo. A
preparacdo da propolis bruta, para a producdo de extratos, comeca pelo resfriamento da
amostra de modo que possa ser moida em um po fino. Esse processo € necessario por
ser a prépolis resinosa, ndo permitindo a sua trituragdo.

Neste trabalho doze amostras de propolis verde de Apis mellifera, de diferentes
localidades do estado Rio de Janeiro foram submetidas a duas metodologias extrativas:

a maceracdo dindmica e a extragcdo com Soxhlet, e foram utilizados diferentes solventes,
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etanol, metanol e acetato de etila, a fim de verificar alguma possivel modificacdo no
perfil quimico. Depois da filtracdo dos extratos, os mesmos foram submetidos a um
resfriamento (overnight na geladeira) para a retirada das ceras contidas nas amostras e
para garantir a recuperacdo completa das substancias fendlicas. As ceras separadas da
prépolis contém alcanos, alcenos, alcadienos, acidos graxos, dentre outras substancias
que sdo insoluveis a baixa temperatura (em torno de 5°C) (DOS SANTOS PEREIRA et
al., 2000; CUSTODIO et al., 2003).

A variagdo de temperatura no processo extrativo também foi avaliada neste
estudo, sendo realizados ensaios a temperatura ambiente e a 80°C. Alguns autores
acreditam que a temperatura empregada no processo extrativo ndo deve exceder 80°C
podendo acarretar degradacdo, polimerizacdo e oxidacdo de substancias fendlicas,

fatores que resultariam na reducao dos fendlicos totais (SAWAYA et al., 2011).

Segundo a literatura, o etanol e metanol sdo solventes que possibilitam a
extracdo das substancias bioativas da propolis. Para avaliar estes solventes de extracéo
foi verificado o efeito desses solventes na variagdo da composicdo quimica (fendlicos e

flavonoides) e na atividade antioxidante.

5.2— Teor de balsamo e ceras totais nas amostras de prépolis.

O teor de cera € um dos parametros exigidos na legislacdo brasileira que
investiga a qualidade da propolis bruta a ser comercializada. Segundo o Regulamento
Técnico, o nivel maximo permitido em amostras de prdpolis € de 25 % (m/m), (BRASII,
2001). A palavra “cera” designa misturas de substancias ndo-polares de cadeia longa
encontrados principalmente sobre as superficies de plantas e animais (WOISKY e
SALATINO, 1998)

Na Tabela 11 estdo os teores de ceras totais avaliados para as doze amostras de
propolis verde. Segundo Righi et al. (2013), a variagdo no conteido de ceras deve-se a
caracteristicas genéticas das abelhas, uma vez que este produto é exclusivamente
elaborado por estes insetos ou, a disponibilidade de fontes de resina na época da

elaboracdo da propolis.
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Tabela 11 — Teores de balsamo em extrato etandlico e de ceras em amostras de propolis

bruta.

Amostras Iialsamf) . Amostras Ceras
mg g~ de propolis %
EEP1 0,520 P1 14,3
EEP2 0,540 P2 24,5
EEP3 0,303 P3 30,5
EEP4 0,386 P4 11,1
EEP5 0,302 P5 18,5
EEP6 0,376 P6 17,7
EEP7 0,308 pP7 7,5
EEP8 0,515 P8 24,8
EEP9 0,547 P9 22,0
EEP10 0,487 P10 18,1
EEP11 0,472 P11 23,0
EEP12 0,415 P12 22,6

Os resultados obtidos para o teor de cera mostraram que das doze amostras de
prépolis bruta, onze estdo de acordo o limite exigido, por apresentarem valores entre
7,5% e 24,5 %, e apenas uma, a P3 esta acima do limite permitido, com 30,5 %. O
acréscimo de cera na producdo de prépolis comercial € considerado uma adulteracdo do
produto (BRASII, 2001).

A determinacdo de cera como pardmetro analitico no controle de qualidade da
prépolis tem sua importancia devido ao fato de que as substancias que compdem as
ceras ndo sdo consideradas biologicamente ativas, portanto sendo sua presenga nos
extratos e tinturas indesejaveis. Além disso, quantidades significativas de cera
conduzem & turvagdo nos extratos de propolis e, inclusive naqueles armazenados em
temperatura baixas.

Solventes hidroalcodlicos seriam os mais indicados para que se tenham uma
menor quantidade de cera nos extratos. Isto se deve a baixa solubilidade das susbtancias
menos polares presentes na cera em solventes polares como, etanol e metanol.

A quantidade de balsamos é uma caracteristica importante na propolis.

Kujumgiev et al. (1999) afirmaram que quanto maior a porcentagem de balsamo na

66



amostra, mais altos serdo os teores de componentes biologicamente ativos e

consequentemente, mais baixas 0s percentuais de cera e matéria insoltvel.

5.3 — Anélises espectrofotométricas dos extratos de propolis

O espectro de absorcdo no UV é um dos parametros fisico-quimicos mais
utilizados para se avaliar a qualidade da prépolis (AGRAWOL, 1989). Substancias
fenolicas como, os flavonoides, acido cafeico, acido cinamico e derivados prenilados,
que sdo os responsaveis pelas atividades farmacoldgicas, absorvem nesta regido do
ultravioleta.

De acordo com a legislagdo brasileira, espectros de absorcdo da radiagdo UV-
Vis de extratos de propolis comerciais devem apresentar bandas caracteristicas das
principais classes de flavonoides, na regido de 200 a 400 nm. De acordo com relatos da
literatura, um tipico espectro de flavonoides deve conter duas bandas de absor¢édo na
regido do UV-Vis, com seus maximos nas regides de 300 a 550 nm e 240 a 285 nm
(MARKHAM, 1970; MABRY et al., 1970)

Os extratos de propolis (EEP, EMP, EAP e ECP) foram analisados
espectrofotometricamente por meio de solucbes feitas em metanol com grau
espectroscopico na concentracio de 100 ug mL™. Os espectros de absorcéo na regido
do UV-Vis (faixa de comprimento de onda de 200 a 500 nm) para os extratos estudados

nesse trabalho estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis dos extratos de propolis: EEP

(A), EMP (B) e EAP (C) no UV.
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De acordo com as analises espectrofotométricas todos os espectros mostraram
duas bandas caracteristicas nas regides de comprimentos de onda indicados. Nenhuma
diferenca visual entre os perfis de varredura dos espectros dos extratos foi observada
independente da metodologia de extracdo e do solvente utilizado. Apenas variaces nas
intensidades das bandas de absor¢ao foram observadas.

Podem ser visualizadas nos espectros da Figura 27, bandas de absor¢do em
comprimento de onda comum para quase todas as amostras proximo de 210 e 230 nm, e
outro comprimento de onda comum a quase todas as amostras, proximo de 310 nm.
Segundo a literatura, as transi¢des eletronicas envolvidas no sistema benzeno (grupo
quimico presente nos fendis e flavonoides da propolis) sdo basicamente do tipo m—m*.
Estas transicdes fornecem bandas de absor¢do que possuem comprimento de onda
maximo em torno de 184 e 202 nm (banda priméria) e 255 nm (banda secundaria).
(SILVERSTEIN et al.,, 2015). Como a substituicdo no anel benzénico por grupos
hidroxilas ou metoxilas (grupos substituintes comumente encontrados nas substancias
fendlicas de propolis) pode causar deslocamentos (batocrémico) em suas bandas de
absorcdo priméaria e secundéria, esses valores observados provavelmente podem ser
realcionados a tais bandas.

Os extratos etanolicos, assim como o0s extratos metandlicos e de acetato de etila
de propolis de Apis mellifera (Figura 27) possuem uma maior faixa de absor¢édo entre
250 — 350 nm, regido correspondente a maior absortividade dos acidos fendlicos. Entre
as amostras, o0s extratos etanolicos EEP5, EMP4 e EAP12 séo 0s que apresentam uma
maior absortividade nesta faixa de absorcéo.

Dentre os espectros de absorcdo de UV, os extratos EEP9, EMP9 e EAPS6,
apresentam curvas com caracteristicas diferentes das demais amostras. Quando
analisados os cromatogramas desses extratos (Figuras 33, 37 e 44), percebe-se que eles
apresentam um perfil cromatografico com menos acidos fendlicos na sua composicao
quimica. Essa diferenca pode ser a responsavel pela diferenca na sua curva de absorcao.

Os espectros de absorcdo no UV dos extratos etandlicos de propolis comerciais —
ECP (Figura 28) apresentaram um padrdo semelhante aos EEP preparados, com
excecao das amostras ECP2 e ECP12, que estdo identificadas no rotulo como “extrato
composto de propolis” e também ECP13, cujo solvente do extrato era o propilenoglicol.

Essas amostras apresentaram suas curvas com caracteristicas totalmente diferentes das
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esperadas para extratos de propolis, sugerindo uma reducdo ou mesmo auséncia de
substancias fenolicas, o que pode ser corroborado com os resultados de fendlicos e

flavonoides totais apresentados na Tabela 21.
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Figura 28 - Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis dos extratos comerciais de

propolis ECP.

5.4 - Teor de fendis e flavonoides totais e capacidade antioxidante in vitro dos
extratos de propolis (EEP, EMP, EMSP e EAP).

Na Tabela 12 apresentam-se os resultados dos teores de fendis totais (TP) e

flavonoides totais (TF), e capacidade antioxidante dos extratos etanolicos de prépolis
(EEP), avaliada pelos ensaios, FRAP, ABTS e DPPH.
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Tabela 12 — Teores de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e da capacidade

antioxidante dos extratos etandlicos (EEP) apresentados em suas médias e desvios

padréo.
Capacidade Antioxidante

Amostras TP® TF® FRAP © ABTS ¢ DPPH-CExs, ®
EEP1 8,74+001 731+001 260,79+0,03 9865+0,09 42,58 +0,02
EEP2 790+002 521+001 487,74+0,02 99,03+0,06 36,84 +0,09
EEP3 1,37+001 063+001 48218+002 8486+0,01 52,76+0,04
EEP4 14,43+0,01 9,71+001 384,96+0,03 157,62+001 35,61+0,12
EEP5 11,88+0,07 8,73+0,06 395,79+0,03 128,89+0,04 30,65+0,02
EEP6 715+001 559+001 289,41+001 116,64+0,09 51,27 +0,04
EEP7 6,86 +002 496+002 341,63+001 123,73+0,15 56,71 +0,02
EEPS 10,57 +0,03 4,556+0,02 381,35+0,01 136,36+0,05 50,33 +0,05
EEP9 9,16 +002 145+002 291,91+001 149,95+0,02 35,79 +0,05
EEP10 846+001 228+001 28329+0,02 110,14+0,02 31,95+0,01
EEP11 9,80+002 340+001 332,74+001 112,43+0,02 39,75+0,06
EEP12 10,47 +0,02 587+002 608,85+0,03 142,68+0,04 32,98+0,05

FRAP - Reducédo do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS™); DPPH — Sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil; a- mg Eag 100mg™ de extrato; b — mg Eqe 100mg™ de extrato;
c- mmol Fe(ll) 100mg™ de extrato; d- mmol Trolox 100mg* de extrato; e- pg mL™*; média +desvio
padrdo, n=3

Com relacdo ao conteido de fendis totais (TP) referentes aos extratos etandlicos
de propolis (EEP), foram obtidos valores variando entre 1,37 +0,01 mgEac 100mg™ de
extrato (EEP3) e 14,43 + 0,01 mgEag 100mg™ de extrato (EEP4).

Na literatura existem varias metodologias colorimétricas para determinacdo do
teor de fenois totais e para determinagdo de uma classe especifica de flavonoides, sendo
que estes também pertencem a classe dos fendis. Na determinacdo do teor de fendis
totais, 0 método mais empregado € o método Folin-Ciocalteu. Entretanto, diferentes
condicOes experimentais sdo utilizadas em trabalhos envolvendo este método,
dificultando uma padronizacdo do mesmo para sua utilizacdo, além de comprometer a
sua exatidao.

Nesse trabalho a determinacdo de substancias de fendlicas dos extratos de

propolis foi caracterizada através de andlises espectrofotométricas: o teor de fendis
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totais pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, e de flavonoides totais pela

formacdo do complexo com cloreto de aluminio.

Conforme pode ser observado na Tabela 12, o contetdo de flavonoides totais
para os extratos etandélicos de propolis (EEP) variou entre 0,63 + 0,01(EEP3) e 9,71 +
0,01(EEP4) mg em equivalentes de quercetina por 100 mg de extrato.

Os resultados de flavonoides totais foram semelhantes aos reportados por Silva
et al., 2006, que avaliaram amostras de propolis verde do Parana, Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Bahia, Cearéa e Piaui, e obtiveram valores entre 0,50 e 6,5 mgEqe

100mg™* de extrato.

Os resultados de fendis totais relatados neste trabalho foram inferiores aos
reportados por Righi et al., (2013) para amostras oriundas de Sdo Paulo, Parana, Minas
Gerais, Goiés, Bahia, Alagoas e Piaui, cuja variagdo foi entre 0,91 e 27,34 mgEag
100mg* de extrato, entretanto similares quanto ao teor de flavonoides que foi entre 0,68

e 4,43 mgEq 100 mg™ de extrato.

Gardana et al., (2007) analisaram extratos etanolicos de propolis verde brasileira,
onde os valores de TP e TF variaram entre 0,7 e 12,0 mgEag 100 mg™* de extrato e
entre 1,7 e 14,6 mgEq 100 mg™ de extrato, respectivamente. Os teores de flavonoides
totais foram superiores aos encontrados neste trabalho. Gardana et al., (2007) também
relataram o contetdo de fendlicos e flavonoides de extratos etandlicos de propolis
italianos (3,7 a 16,8 mgEac 100mg™ de extrato e 0,7 a 9,9 mgEq 100mg™ de extrato),
poloneses (1,2 a 15,9 mgEag 100mg™ de extrato e 0,5 a 6,6 mgEqg 100mg™* de extrato),
franceses (1,5 a 13,0 mgEag 100mg™ de extrato e 0,2 a 3,3 mgEq 100mg™* de extrato) e
argentinos (3,1 a 19,0 mgEac 100mg™ de extrato e 0,3 a 5,5 mgEq 100mg™ de extrato),
respectivamente. Os resultados apresentados em seu estudo foram superiores aos que
geralmente sdo relatados em outros trabalhos para extratos de origem europeia e sul
americano, regifes de zonas temperadas. Sabe-se que os teores de fendlicos totais em
prépolis de regides tropicais sdo mais altos do que o0s encontrados em zonas temperadas.
(GARDANA et al., 2007).

Na Tabela 13 estdo relacionadas as variagdes dos teores de fendlicos totais de

amostras de prépolis bruta para diferentes paises. A legislagdo vigente no Brasil
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(BRASIL, 2001) indica que o padrdo de qualidade requer um teor minimo de
flavonoides e fendis totais para a propolis bruta com valores de 0,5% (m/m) e 5,0%
(m/m) e de 0,25% (m/m) e 0,50% (m/m) para extratos etandlicos de proépolis,
respectivamente. Todos 0s extratos etandlicos analisados encontram-se nessa faixa,
variando de 1,37% a 14,43% (m/m) para teor de fendlicos e de 0,63% a 9,71 % (m/m)

em relagéo ao teor de flavonoides.

Tabela 13 — Variacdo dos teores de fenois totais para amostras de prépolis de diferentes
paises (adaptado de Righi, 2013).

Origem Variacao em %
Franca 0,2% - 3,3%
Alemanha 1,9%
Rassia 1,4%
Italia 0,7% - 9,3%
Bulgaria 3,9%
Croécia 1,1% - 11,1%
Polbnia 0,5% - 6,6%
Argentina 0,3% - 5,5%
Peru menor que 0,1%
Uruguai 1,1% - 3,7%
Paraguai 0,3%
Chile 1,1% - 4,3%

Embora estudos indiquem a presenca de substancias de natureza antirradicalar
na propolis (DE-MELLO et al.,, 2014, FABRIS et al., 2013), diferentes métodos
analiticos sdo utilizados para determinar a capacidade antioxidante dessas substancias,
de modo que a falta de padronizacdo dificulta a comparacdo entre os trabalhos ja
publicados.

Neste trabalho a avaliacdo da capacidade antioxidante in vitro foi realizada por
trés métodos: captura do radical organico DPPH, captura do cétion-radical - ABTS® e
método de reducdo do ion férrico — FRAP (SALGUEIRO et al., 2014; SALGUEIRO e
CASTRO, 2016). Trabalhos anteriores reportaram que esses trés métodos sao Uteis para
a determinacdo das propriedades antioxidantes em alimentos e bebidas (BENZIE e
STRAIN, 1996; RE et al., 1999). Estes mesmos procedimentos foram usados para
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avaliar a capacidade antioxidante em amostras de prépolis por outros autores (MIHALI et
al., 2011; SALGUEIRO e CASTRO, 2016).

A literatura existente aponta correlacdo positiva entre a capacidade antioxidante
e o teor de substancias fenolicas na propolis (CABRAL et al., 2009; COTTICA et al.,
2011), principalmente com flavonoides (ALENCAR et al., 2007), fenilpropanoides
prenilados (SALATINO et al., 2005) e substancias especificas, como o acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicindmico (Artepillin C) (MATSUDA e ALMEIDA-MURADIAN,
2008) e o &cido cafeico (GREGORIS e STEVANATO, 2010).

Entre os extratos etandlicos de prépolis EEP, os valores de capacidade
antioxidante pelo método DPPH, expressos em CEsy variaram entre 30,65 e 56,71ug
mL™, pelo ensaio ABTS foram entre 84,86 e 157,62 mmol Trolox por 100 mg de
extrato e por FRAP entre 260,79 e 608,85 mmol Fe(Il) por 100 mg de extrato. De forma
geral, as amostras EEP4, EEP5 e EEP12 foram as que apresentaram os melhores

potenciais antioxidante.

Zhang et al., (2016) compararam amostras de extratos etanolicos de propolis da
China, da Australia e prépolis verde do Brasil. Quanto ao contetudo de fendlicos totais, o
extrato australiano foi o que apresentou a maior média (21,77 mgEac 100mg™ de
extrato), seguido pelo chinés (19,28 mgEas 100mg™ de extrato) e o brasileiro (13,50
MYEac 1OOmg'l de extrato), assim como os valores de CEsg para esses extratos foram de
32,35; 19,55 e 43,85 pg mL™, respectivamente. Quando comparados em relacdo aos
teores de flavonoides, a amostra brasileira (22,96 mgEq 100mg™ de extrato) se mostrou
superior a chinesa (5,57 mgEq 100mg™* de extrato), enquanto a australiana apresentou o
maior contetdo (29,72 mgEq 100mg™* de extrato) entre elas. Logo, a prépolis
australiana que apresentou 0s mais altos resultados para TP e para TF, também tiveram
a melhor capacidade antioxidante.

Bittencourt et al., (2015) analisaram extratos etandlicos de propolis verde e
marrom brasileira em busca de possiveis correlagdes entre metabdlitos identificados por
CG-EM, o potencial antioxidante (DPPH) e o teor de fendlicos totais (TP). Entre os
extratos de prépolis verde, as médias de CEs, ficaram perto de 28,72 ug mL™ e de
fenélicos totais de 18,55 mgEac 100mg™ de extrato,enquanto para prépolis marrom, o
CEso foi de 60,55 pg mL™ e TP de 4,82 mgEag 100mg™ de extrato. Com base nesses
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resultados, os autores demonstraram a existéncia de uma correlagcdo positiva entre
atividade antioxidante e o contetido fendlico.

Cottica et al., (2011) relataram em seu estudo sobre extratos hidroalcoolicos de
propolis verde brasileiro que o contetdo de TP e TF variaram entre 4,8 e 8,7 mgEag
100mg™ de extrato e entre 1,0 e 2,6 mgEq 100mg™* de extrato, respectivamente e a
avaliacdo da capacidade antioxidante foi realizada por dois métodos radicalares, o
DPPH e FRAP. Os valores de CEsy dos extratos variaram entre 47 e 160 ug mL? e do
potencial de reducdo — FRAP de 52,8 a 136,5 mmol Fe(ll) 100mg™ de extrato. Os
resultados desses autores foram inferiores aos encontrados neste trabalho, em relagdo ao
contetdo de fendlico e a capacidade antioxidante.

Para compreender melhor a relacdo entre os teores de fendlicos, flavonoides e a
capacidade antioxidante dos extratos EEP, foi criada uma matriz de correlacdo de

Pearson para correlacionar os parametros (Tabela 14).

Tabela 14 - Matriz de correlagdo entre as varidveis analisadas para o0s extratos de

prépolis EEP.
TP TF FRAP ABTS DPPH
TP 1
TF 0,70* 1
FRAP -0,05 0,05 1
ABTS 0,75* 0,37* 0,04 1
DPPH -0,60* -0,26* -0,15* -0,32* 1

*Significativo ao nivel de p <0.05

Neste caso, pode-se observar que entre os extratos etanolicos EEP existe uma
forte correlacdo entre o teor de fendlicos e o ensaio ABTS (r= 0,75) e uma moderada
entre DPPH (r= -0,60), respectivamente. Isso indica que a presenca de acidos fendlicos
estd contribuindo diretamente com a capacidade antioxidante desses extratos, como

foram encontrados nas amostras EEP4 e EPP5.

Na Tabela 15 sdo apresentados os resultados dos teores de fendlicos totais (TP),
flavonoides totais (TF) e da avaliagdo da sua capacidade antioxidante dos extratos

metandlicos (EMP) obtidos por agitacdo magnética em 48 horas.
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Tabela 15 — Teores de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e da capacidade

antioxidante dos extratos metandlicos (EMP) apresentados em suas médias e desvios.

Capacidade Antioxidante

Amostras TP® TF® FRAP ° ABTS® DPPH-CEs, ®
EMP1 18,80 +0,01 9,73+0,01  803,61+0,06 116,14+0,02 13,79 +0,02
EMP2 15,41 +0,03 6,92+0,01 860,09 +0,04 114,48+0,03 12,41 +0,04
EMP3 11,63 +0,01 4,76 0,02  1414,72+0,04 103,95+0,07 23,69 +0,03
EMP4 20,93+0,01 9,54+0,01  931,38+0,02 116,33+0,02 6,90 0,07
EMP5 17,41 +0,00 8,99+0,00 89574 +0,03 11557 +0,08 10,23 +0,06
EMP6 15,23+0,01 7,70+0,08 780,46 +0,08 112,44+0,02 12,59 +0,02
EMP7 22,19+0,01 11,13+0,01 1282,31+0,02 116,33+0,03 10,24 +0,01
EMPS8 15,48 40,01 4,46 +001 683,70 +0,03 108,48 0,01 12,59 +0,04
EMP9 17,67 40,00 1,64 +0,01  42351+0,04 101,72+0,05 19,18 +0,04
EMP10 985+000 3,34+001 413,79+0,03 94,63+0,08 10,24 +0,05
EMP11 26,64 +0,01 544 +0,01 921,66 +0,02 115,06+0,06 8,90 +0,03
EMP12 21,10+0,01 9,26+0,01 1008,24+,02 11557+0,06 9,71 +0,06

FRAP - Reducédo do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS™); DPPH — Sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil; a- mg Exs 100mg™ de extrato; b — mg Eqe 100mg™ de extrato;
c- mmol Fe(ll) 100mg™ de extrato; d- mmol Trolox 100mg™ de extrato; e- pg mL™*; média +desvio
padrdo, n=3

Os valores de TP variaram entre 9,85 £ 0,00 (EMP10) e 26,64 +0,01(EMP11)
mgEac por 100 mg de extrato, enquanto os de TF variaram entre 1,64 +0,01(EMP9) e
11,13 +0,01 (EMP7) mg Eqe por 100 mg de extrato.

Os valores descritos para TP e TF nos extratos EMP foram superiores aos
encontrados nos EEP. Essa diferenca pode estar relacionada a maior polaridade do
metanol que possibilita uma extracdo mais eficiente das substancias polares.

Os resultados apresentados neste trabalho foram similares aos relatados por
Boisard et al., (2014) para extrato metandlico de propolis francesa, na qual o teor de TP

foi de 23,8 mgEac por 100mg de extrato e TF de 6,64 mgEqe por 100 mg de extrato.

Quanto a capacidade antioxidante, os valores de CEsy dos EMP variaram entre
31,95 e 56,71 pug mL™?, valores inferiores aos relatados por Belfar et al. (2011) em
extratos metandlicos (7 a 66 pug mL™). Em relacdo ao método ABTS, a variacdo foi
entre 94,63 e 116,14 mmol Trolox por 100 mg de extrato e entre 413,79 e 1414,72
mmol Fe(Il) por 100 mg de extrato para o ensaio de FRAP. Os extratos EMP4, EMP11

e EMP12 foram os que indicaram os melhores potencias antioxidantes.
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Piccinelli et al. (2013) investigaram a composi¢do quimica e o potencial
antioxidante pelo método DPPH de 14 extratos metalicos de prépolis argelinos obtidos
por agitacdo em temperatura ambiente por 24 horas. As médias de CEsg variaram entre
32,3 e 600,0 pg mL™, valores muito inferiores aos relatados neste trabalho para os
extratos EMP, mostrando a melhor capacidade antioxidante das amostras de prépolis
verde em comparagdo a de zona temperada.

Para avaliar possiveis correlacdes entre o contetdo fendlico e potencial
antioxidante dos extratos metanolicos (EMP) foi criada uma matriz de correlacdo de
Pearson (Tabela 16) e pode-se observar a alta correlagdo entre TP (r=0,71) e TF
(r=0,83) com o ensaio ABTS; uma correlacdo significativa com o0 CEsp (r=-0,49 e r= -
0,51) e também entre TF e FRAP (r= 0,54). Percebe-se que as amostras EMP4, EMP7,
EMP11 e EMP12 foram as que apresentaram o0s mais altos teores de TP e TF,

consequentemente, as melhores capacidades antioxidantes entre as amostras.

Tabela 16 - Matriz de correlagdo entre as variaveis analisadas para 0s extratos

metandlicos de propolis EMP.

TP TF FRAP  ABTS DPPH
TP 1
TF 0,45* 1
FRAP 0,25* 0,54* 1
ABTS 0,71* 0,83* 0,48* 1
DPPH -0,49* -0,51* 0,14 -0,48* 1

*Significativo ao nivel de p <0.05

Na Tabela 17 estdo expressos os valores médios dos teores de fendlicos totais
(TP) e flavonoides totais (TF) e da avaliagdo da capacidade antioxidante dos extratos

metandlicos obtidos por Soxhlet em 5 horas (EMSP).
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Tabela 17 — Teores de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e da capacidade

antioxidante dos extratos metanolicos de Soxhlet (EMSP) apresentados em suas médias

e desvios.
Capacidade Antioxidante

Amostras TP® TF® FRAP ° ABTS® DPPH-CExs, ®
EMSP1 750+002 6,60+002 30552+002 144,41+0,07 33,93+0,05
EMSP2 363+001 0,27+001 351,91+0,06 74,78+0,02 72,44+0,05
EMSP3 2,73+007 0,79+006 40579+003 37,39+0,09 64,65+0,03
EMSP4 12,49+0,01 655+005 353,02+0,06 151,75+0,01 15,10+0,06
EMSP5 13,00+0,01 7,35+0,05 400,52+0,01 163,36 +0,07 15,72 +0,04
EMSP6 14,95+0,01 6,95+0,01 460,79+0,03 213,90+0,02 26,16 +0,03
EMSP7 9,07+002 474+002 45857+0,02 180,46+0,04 22,87 +0,03
EMSP8 759+002 285+002 28524+0,02 142,17+0,01 29,48+0,05
EMSP9 12,51 +0,07 080+0,01 260,52+0,02 187,74+0,03 29,23 +0,02
EMPS10 16,23+0,04 453+0,03 432,74+001 161,70+0,02 1541+0,05
EMPS11 20,47 +0,05 1,92+005 266,35+0,01 146,64+0,01 36,74 +0,06
EMSP12 17,76 + 0,01 6,00+0,01  490,79+0,02 192,72+0,01 32,73+0,09

FRAP - Reducédo do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS™); DPPH — Sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil; a- mg Eag 100mg™ de extrato; b — mg Eqe 100mg™ de extrato;
c- mmol Fe(ll) 100mg™ de extrato; d- mmol Trolox 100mg™ de extrato; e- pg mL™*; média +desvio
padrdo, n=3

A variacdo presente entre as amostras estudadas é entre 2,73 + 0,07 e 20,47 *
0,05 mgEac 100mg™ de extrato para TP e entre 0,27 + 0,01 e 7,35 + 0,05 MQEqe
100mg™* de extrato para TF. Esses resultados foram superiores aos relatados por Cunha
et al. (2004) em amostras de propolis brasileira, cujo teor de fenolicos totais variou entre
6,41 e 15,24 mgEac 100mg™ para extracéo por Soxhlet utilizando etanol.

Miguel et al. (2014) estudaram o possivel efeito sazional para treze extratos
metanodlicos portugueses obtidos por trés horas de refluxo. Em comparacéo a propolis
obtida na primavera e no inverno, observou-se que nao ocorreu diferenca significativa
entre os teores de TP (3,18 a 8,76 mg 100mg™ ) e TF (1,28 a 2,49 mg 100mg™ )Isto se
refletiu no potencial antioxidante (DPPH) que manteve suas médias de CEsy entre 7 e
69 pg mL™ para todas as amostras analisadas.

A capacidade antioxidante dos extratos metandlicos de prépolis extraidos por
Soxhlet (EMSP) foi correlacionada ao seu conteido fendlico. A Tabela 18 apresenta a

matriz de correlacdo de Pearson entre as variaveis analisadas para os extratos EMSP. A
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existéncia de uma alta correlacdo entre fenolicos (TP) e flavonoides (TF) em relacdo ao
DPPH e ABTS, principalmente entre TF e DPPH (r= -0,70) pode ser a justificativa para
0s piores resultados obtidos para os extratos EMSP2 e EMSP3. Estas amostras foram as
que apresentam os mais baixos resultados de CEs, (72,44 e 64,65 pg mL™) e 0s menores
teores de TF (0,27 e 0,79 mgEqe 100mg™).

Tabela 18 - Matriz de correlacdo entre as variaveis analisadas para 0s extratos

metandlicos de propolis de Soxhlet (EMSP).

TP TF FRAP  ABTS DPPH
TP 1
TF 0,37* 1
FRAP 0,11* 0,47* 1
ABTS 0,70* 0,60* 0,21* 1
DPPH -0,60* -0,70* -0,13* -0,79* 1

*Significativo ao nivel de p <0.05

Além disso, foi possivel observar uma correlagdo moderada a significativa entre
TF e FRAP (r= 0,47). Os extratos EMSP4, EMSP5 e EMSP10 apresentam 0s maiores
teores de fenodlicos, flavonoides e capacidade antioxidante, como pode ser visulalizado
na Tabela 17.

Miguel et al. (2014) também estudaram as possiveis correlagdes de Pearson em
relacdo ao conteudo de fendlicos e flavonoides com a capacidade antioxidante (DPPH e
ABTS) dos extratos metandlicos e encontraram uma correcdo positiva e significativa
entre eles (-0,68 < r < -0,54).

Os resultados dos extratos de propolis em acetado de etila (EAP) para os teores
de fendlicos totais (TP), flavonoides totais (TF) e capacidade antioxidante se encontram
na Tabela 19.
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Tabela 19 — Teores de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e da capacidade

antioxidante dos extratos de propolis em acetato de etila (EAP) apresentados em suas

médias e desvios.

Capacidade Antioxidante
Amostras TP® TF® FRAP © ABTS® DPPH-CExs, ®
EAP1 17,69+0,01 228+001 277,46+0,06 129,09+0,02 14,21+0,02
EAP2 22,70+0,02 943+001 260,52+0,04 159,91+0,03 4553 +0,04
EAP3 10,24 +0,01 295+0,02 183,29+0,04 119,20+0,07 34,66 +0,03
EAP4 16,47 +0,01 6,34+001 190,52+0,02 160,04+0,02 23,51+0,07
EAP5 408+002 0,00+000 131,35+0,03 70,44+0,08 89,11 +0,06
EAP6 18,04 +0,08 590+0,08 38524+0,08 159,15+0,02 25,34 +0,02
EAP7 12,02+0,01 487+001 156,91+0,02 13579+0,03 31,60+0,01
EAPS 12,86 +0,01 159+001 210,24+0,03 12533+0,01 23,67 +0,04
EAP9 12,25+0,01 0,71+001 216,07+0,04 144,09+0,05 21,55+0,04
EAP10 16,70+0,01 3,17+0,01 282,46+0,03 149,83+0,08 15,85+0,05
EAP11 11,48+0,01 1,80+0,01 199,68+0,02 12252+0,06 22,01+0,03
EAP12 787+001 438+001 388,29+0,02 141,66+0,06 21,90+0,06

FRAP - Reducédo do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS™); DPPH — Sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil; a- mg Eag 100mg™ de extrato; b — mg Eqe 100mg™ de extrato;
c- mmol Fe(ll) 100mg™ de extrato; d- mmol Trolox 100mg™ de extrato; e- pg mL™*; média +desvio
padrdo, n=3

A variacéo de TP é entre 4,08 + 0,00 e 22,70 + 0,00 mgEac 100mg™ de extrato
e de TF de 0,00 a 9,43 +0,01 mgEqe 100mg™* de extrato. Esses resultados se semelham
aos relatados por Boufadi et al. (2014) para extratos em acetato de etila de prépolis da
Algéria, que encontraram variacdes de TP entre 7,0 e 29,3 mgEac 100mg™ de extrato e
TF de 3,2 - 8,0 mgEqe 100mg™ de extrato.

Em relagdo a capacidade antioxidante, os extratos EAP apresentaram CEsg entre
14,21 e 89,11 pg mL™?, valores de ABTS entre 70,44 e 160,04 mmol Trolox 100mg™ de
extrato e de FRAP entre 131,35 e 388,29 mmol Fe(I1) 100mg™ de extrato. Boufadi et al.
(2014) tambem avaliaram a capacidade antioxidante de extratos em acetato de etila e
relataram valores de CEso entre 19,4 e 50,0 pg mL™, que se encontram dentro da faixa
relatada neste trabalho.

Pela matriz de correlgdo de Pearson (Tabela 20), observa-se que para 0s extratos
em acetato de etila forte correlacdo entre o conteddo de fendlicos totais (TP) e de

flavonoides totais (TF) com o ensaio de ABTS (r=0,77 e r=0,72, respectivamente). Esta
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relacdo é vista diretamente nas amostras EAP2, EAP4 e EAP6 que apresentaram 0S

maiores teores de TP e TF e, consequentemente, valores mais altos de ABTS.

Tabela 20 - Matriz de correlacdo entre as varidveis analisadas para os extratos de

propolis EAP.
TP TF FRAP ABTS DPPH
TP 1
TF 0,69* 1
FRAP 0,35* 0,36* 1
ABTS 0,77* 0,72* 0,55* 1
DPPH -0,45* -0,13* -0,46* -0,69* 1

*Significativo ao nivel de p <0.05

Quando comparados entre si, verificou-se que os extratos de propolis obtidos por
diferentes solventes extratores possuem teores de fendlicos totais bastantes distintos.
Sendo que os valores de flavonoides totais foram inferiores ao de fendlicos totais. O
maior valor de TP entre todas os extratos analisados foi observado para o extrato
metanélico com agitacdo magnética (EMP11 - 26,64 mgEas 100mg’ de extrato),
enquanto o menor foi obtido para o extrato metandlico em Soxhlet (EMSP3 - 2,73
mgEac 100mg™ de extrato). Os extratos mais ricos em flavonoides também foram o
metandlico a tempearura ambiente EMP7 (11,13 mgEqe 100 mg™ de extrato) e 0 EMP1
(9,73 mgEqe 100 mg™’ de extrato), enquanto, a menor concentracdo de flavonoides foi
encontrada no extratos de acetato de etila EAP5 (0,00 mgEqe 100 mg™ de extrato).

Levando-se em consideracdo, que quanto menor o CEs; maior é o potencial
antirradicalar, os extratos EMP4 (6,90 pg mL™) e EMP11(8,90 ug mL™) foram os que
apresentaram as maiores atividades antirradicalares; o que corrobora com os altos teores
de fenélicos (20,93 e 26,64 mgEac 100mg™ de extrato) e flavonoides (9,54 e 5,44
mgEqe 100 mg™ de extrato) encontrados. Os extratos em acetato de etila foram os que
apresentaram os piores resultados de CEsp, sendo o extrato EAP5 (89,11 pug mL™) o de
menor capacidade antioxidante, fato que pode estar relacionado a baixa correlagdo com
contetdo de flavonoides TF e DPPH (r=-0,13) (Tabela 20).
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5.5 - Andlises dos extratos de propolis comerciais

Na Tabela 21 foram apresentados os teores de fendlicos totais, pelo método

Folin-Ciocalteau, os teores de flavonoides totais pelo método de complexacdo com

AICl; e a avaliagdo do potencial antioxidante in vitro das amostras realizada por trés
métodos: FRAP, ABTS e DPPH

Tabela 21 — Teores de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF) e da capacidade

antioxidante dos extratos comerciais (ECP) apresentados em suas médias e desvios.

Capacidade Antioxidante

Amostras TP® TF® FRAP ° ABTS® DPPH-CExs, ®
ECP1 121,53 +0,05 6,13+0,03 457,46 +0,050 214,86 +0,01 34,35 +0,050
ECP2 552+005 0,00+000 3,59+0,014 0,00 £0,00  1234,54 +0,04
ECP3 97,56 +0,03 0,16 +0,05 65,52+0,026 117,03+0,01 100,32 +0,026
ECP4 93,98+0,02 2,62+0,03 221,63+0,018 223,67+0,01 32,12 40,018
ECP5 546+001 9,13+002 657,74 40,004 246,83+0,00 19,36 +0,004
ECP6 92,79+0,03 4,49+0,05 362,46+0,06 167,76+0,01 49,31 +0,02
ECP7 405+001 6,46+004 308,85+0,01 183,84+0,00 46,23 +0,001
ECPS8 122,68 +0,05 4,89+0,06 233,02+0,05 174,66 +0,00 33,58 +0,051
ECP9 86,57 +0,02 527+0,06 371,07+0,04 161,25+0,01 54,13 +0,04
ECP10 367+001 000+000 3,04+001 10,84 + 0,02 >1500,00
ECP11 78,66 +0,02 4,24+0,03 427,46 +0,04 154,17 40,10 30,77 +0,19
ECP12 522+001 000+000 11,91+0,01 18,12+0,00 734,32 +0,09
ECP13 2,74+001 0,00 +0,00 1,38 +0,04 10,16 + 0,00 >1500,00
ECP14 87,38+0,06 4,15+0,07 283,85+0,05 166,42+0,00 48,07 +0,01
ECP15 92,93+0,05 525+0,02 412,46+0,06 193,99+0,00 31,98 +0,02
ECP16 111,90 £0,04 6,89+0,01 411,35+0,04 212,94+0,00 27,11 +0,06

FRAP - Reducdo do ion férrico; ABTS - Captura do radical-cation (ABTS™); DPPH — Sequestro do
radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil; a- mg Eag 100mg™ de extrato; b — mg Eoe 100mg* de extrato;
c- mmol Fe(ll) 100mg* de extrato; d- mmol Trolox 100mg™ de extrato; e- pg mL™; média =desvio
padrdo, n=3

Neste trabalho foram avaliadas 16 amostras de extratos de prépolis comerciais
obtidas no comércio ou de apicultores. Todas as amostras foram oriundas do estado do
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais. Logo, poderiam ser comercializadas como
extratos de propolis verde.

Para os extratos comerciais etanolicos, os teores de fendlicos e flavonoides totais

variaram entre 4,05 e 121,53 mgEac 100mg'1 de extratos e entre 0,16 e 9,13 mgEqe
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100mg"1 de extratos. Entretanto, para as amostras denominadas “extratos compostos”
(ECP2, ECP10, ECP12 e ECP13), os resultados foram muito inferiores com relagéo ao
TP (2,74 a 5,52 mgEac 100mg™ de extratos) , bem como para flavonoides totais.

Entre as amostras comerciais estudadas existiam trés amostras denominadas
“extratos compostos”. O extrato composto € o produto resultante da mistura de extrato
de propolis com extratos vegetais alcodlicos e, ou, hidroalcodlicos, que apds ser
aquecido (50-55%) e centrifugado torna-se uma solu¢cdo homogénea. Ha falta de
informacdes na literatura sobre este tipo de mistura, por ser um produto ainda pouco
explorado pelo meio cientifico, tem impossibilitado a descricdo de maiores informagoes
quanto a sua funcionalidade como alimento ou medicamento, e até mesmo a criacdo de
uma legislacéo apropriada (MERABET, 2011). Por isso justifica-se este estudo.

Os extratos de prépolis verde possuem maior valor comercial podendo, com
isso, sofrer alteragcdes. Adicionalmente, outros tipos de extratos de propolis podem ser
comercializados como verde. Nesse sentido, o estudo de extratos alcodlicos comerciais
de propolis verde de diferentes localidades do Sudeste do Brasil, visa buscar uma forma
de se discriminar tais extratos para controle rapido e eficiente da qualidade destes
produtos.

Quanto a capacidade antioxidante das amostras comerciais estudadas, também
foi possivel correlaciond-la ao conteddo fendlico. Para auxiliar no entendimento e
visualizacdo das potenciais correlacdes entre estes resultados foi desenvolvida uma
matriz de correlacdo (Tabela 22). Os dados demonstram uma correlacdo positiva com
aumento do teor de flavonoides totais (TF) influenciando sobre a capacidade
antioxidante total. Essa matriz revelou alta correlagdo entre o teor de flavonoides (TF) e
0 potencial antioxidante realizado pelos trés métodos: FRAP (r = 0,87), DPPH (r = -
0,74) e ABTS (r = 0,71). Em relacdo aos fendlicos (TP), os valores de correlacdes
significativas encontradas foram baixas, FRAP (r = -0,39), DPPH (r = 0,13) e ABTS (r
=-0,25).
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Tabela 22 - Matriz de correlagdo entre as varidveis analisadas para o0s extratos de

prépolis comerciais (ECP).

TP TF FRAP ABTS DPPH
TP 1
TF -0,45* 1
FRAP -0,39* 0,87* 1
ABTS -0,25*  0,71* 0,66* 1
DPPH 0,13* -0,74* -0,73* -0,80* 1
*Significativo ao nivel de p <0.05

Entre as amostras, observou-se que existiu uma alta correlacdo entre a
quantidade de TF e a capacidade antioxidante (DPPH), como no caso da amostra ECP5,
que apresentou mais alto teor de flavonoides (9,13 mg 100mg™ de extrato) e o melhor
valor de CEs (19,36 ug mL™).

As correlagbes se mostraram coerentes com o que foi observado para as
amostras dos “extratos compostos” (ECP2, ECP10, ECP12 e ECP13) que apresentaram
capacidade antioxidante praticamente nula, bem como baixo contetdo de fendlicos e
flavonoides totais.

Apesar dos extratos comerciais terem apresentado valores mais altos de TP
quando comparados aos extratos etandlicos de prépolis bruta, esse resultado néo refletiu
diretamente em um aumento na capacidade antioxidante. Analisando a matriz de
correlacdo, pode-se destacar as baixas correlacdes entre TP e capacidade antioxidante (-
0,39 <r<0,13), em relacdo as demais correlagdes.

Os valores superiores de fendlicos totais encontrados nas amostras comerciais
em comparagdo aos extratos ndo comerciais (EEP) podem estar relacionados a
caracteristica mais polar do solvente de extracdo dos extratos comerciais, que utilizam
etanol 70%; bem com por serem tinturas mais concentradas, na faixa de 30% (m/v),
enquanto para os extratos EEP, o solvente extrator foi um pouco menos polar (etanol
95%) e concentracdo dos extratos ndo ultrapassou 4% (m/v).

O regulamento técnico brasileiro apresenta normas apenas para extratos
etandlicos, na qual os teores minimos de fendlicos e flavonoides séo de 0,50% e 0,25%
(m/m). Entre os extratos comerciais etanolicos analisados neste trabalho, todas as
amostras encontram-se nos limites da legislacdo, com excessdo da ECP3 em relagdo ao
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teor de flavonoides. Deve-se destacar que no caso dos extratos compostos, ndo ha uma
legislagdo que regule os pardmetros para essas amostras.

Alves e Kubota (2013) avaliaram seis extratos etanolicos de propolis comercial
obtidos em farmécias e lojas de produtos naturais na cidade de Santa Maria (RS) a fim
de verificar a qualidade dessas amostras. Os teores encontrados variaram entre 7,06 e
53,91 mgEag 100mg™ para fenélicos totais e entre 4,89 e 11,45 myEqe 100mg™ de
extrato para flavonoides totais, comprovando que esses extratos comerciais estdo de

acordo com os parametros exigidos pela legislacdo brasileira quanto a esses conteidos.
5.6 — Identificacdo e quantificagdo das substancias da propolis por CLAE-DAD

Nesse trabalho, as andlises por CLAE-DAD dos extratos de propolis foram
realizadas em coluna de fase reversa, baseado nos trabalhos desenvolvidos
anteriormente por Salgueiro et al. (2014) e Salgueiro e Castro, 2016), porém as
condicBes cromatograficas (fase movel, velocidade de fluxo e tempo de anélise)
sofreram algumas modificacdes para permitir a analise dos acidos fendlicos (benzdicos
e cindmicos) e flavonoides (ndo glicosilados e glicosilados) em uma mesma analise.

Para auxiliar a identificacdo e quantificacdo das substancias presentes nos
extratos foram utilizados dezoito padr6es comerciais com alto grau de pureza (98-99%):
acido clorogénico, &cido cafeico, vanilina, &cido sinapico, acido ferulico, acido para-
cumarico, &cido rosmarinico, &cido 2,3 dimetoxi benzdico, &cido 2,5 dimetoxi benzdico,
hesperidina, naringenina, pinobanksina, acacetina, canferide, canferol, pinocembrina,
galangina e pinostrombina. A escolha desses padrfes deve-se aos resultados relatados
na literatura (SULAIMAN et al, 2011; TRAN et al, 2012
THIRUGNANASAMPANDAN et al., 2012; SIRIPATRAWAN et al., 2013).

Na Tabela 23 foram reunidos os tempos de retengdo e 0s respectivos
comprimentos de onda de cada padréo utilizado para facilitar a comparagcdo com 0s

resultados obtidos nos extratos de propolis.

85



Tabela 23 — Tempo de retencdo, maximo de absor¢do e capacidade antioxidante (CExso)
pelo método DPPH das substancias fendlicas utilizados como padrfes nas analises por
CLAE-DAD.

Padroes tr (Min) Amax (NM) CEso(ng mL™)
1-  Acido clorogénico 4,17 327 5,85
2-  Acido cafeico 5,74 325 9,30
3-  Vanilina 7,03 270, 309 486,01
4-  Acido sinapico 7,79 324 4.61
5-  Acido feralico 8,19 240, 322 24,71
6-  Acido para-cumarico 8,46 310 39,31
7-  Acido rosmarinico 9,16 330 > 20
8- Acido 2,3 dimetoxi benzoico 9,55 295 -
9-  Hesperidina 9,56 283 106,55
10- Acido 2,5 dimetoxi benzoico 9,70 295 -
11- Naringenina 14,55 288 >1000
12- Pinobanksina 14,90 291 >500
13- Canferol 11,02 267, 365 6,10
14- Pinocembrina 13,58 289 >500
15- Acacetina 21,83 268, 332
16- Canferide 22,54 266, 364 >10
17- Galangina 22,17 285, 359 91,19
18- Artepillin C* 25,60 314 7,38°
19- Pinostrombina 25,65 289 >500
20 6-metil tectocrisina 26,09 267,310 -
21- 8- metil tectocrisina 26,09 267,310 -

a- Isolado de propolis verde b- SZLISZKA et al. (2013)

O Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) utilizado como padréo
para a identificacdo e quantificacdo dos extratos foi isolado do extrato EEP4 e
caracterizado espectroscopicamente (ver item 4.8). Os padrdes 6-metil tectocrisina e 8-
metil tectocrisina foram isolados, caracterizados e cedidos gentilmente pelo Prof® Dr°
Mario Geraldo de Carvalho (DEQUIM-UFRRJ).

A dupranina, apesar de ndo ter sido injetado o padrdo, foi identificada por
comparagdo com seu tempo de retencdo e a sua curva de UV (Amax= 315nm) relatada na
literatura em analises de extratos de propolis verde (SILVA, 2008).

A Figura 29 ilustra as estruturas quimicas das principais substancias
identificadas por CLAE-DAD nos extratos.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em coluna de fase reversa
(C18 — octadecil) é uma das técnicas mais utilizadas para separacdo e caracterizagdo de
acidos fendlicos e flavonoides em alimentos, extratos de plantas e produtos apicolas
(SALGUEIRO e CASTRO, 2016; SALGUEIRO et al., 2014; KALIL e DE VILLIERS,
2011; CHEN et al., 2011; STALIKAS, 2007; NACZK e SHAHIDI, 2004; ROBBINS,
2003; MERKEN e BEECHER, 2000).

Por meio do uso de CLAE-DAD foi possivel separar as substancias (visualizadas
através dos seus diferentes tempos de retencdo), e simultaneamente identifica-las
através dos seus espectros de absorcdo no UV em comparacdo com os padrdes. As
substancias foram identificadas por comparacéo de seus espectros no UV com de seus
respectivos padroes, co-cromatografia e tempo de retencéo.

A maioria dos extratos analisados apresentou um perfil quimico semelhante,
diferenciando apenas na concentracdo das substancias identificadas. A quantificacdo
individual das substéncias fendlicas identificados nos extratos de prépolis foi expresso
em mg por100 mg de extrato para os extratos EEP, EMP, EMSP, EAP e ECP.

A Figura 30 apresenta a sobreposicdo dos extratos etandlicos de propolis (EEP)

para a melhor visualizagdo da semelhanca dos seus perfis cromatogréaficos.
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Nas Figura 31, 32 e 33 estdo os doze cromatogramas dos extratos etandlicos de
propolis (EEP). Nestes extratos foram identificados os acidos clorogénico, cafeico,
feralico, para-cumarico, sindpico e rosmarinico. Além de hesperidina, naringenina,
pinobanksina, canferol, canferide, galangina, pinocembrina, pinostrombina, Artepillin
C, dupranina e vanilina.

Esse perfil cromatogréafico é semelhante ao descrito por outros autores sobre
extratos etandlicos de propolis verde brasileira. Figueiredo et al. (2015) analisaram
amostras de prépolis verde brasileira coletadas no periodo de 2008 e 2013. Nos extratos
etandlicos foram identificados treze substancias, entre elas o biomarcador Artepillin C,
0 acido para-cumérico, rutina, quercetina, crisina, galangina, apigenina, pinocembrina,
pinobanksina, canferide, tectocrisina, canferol e acetato de 3-pinobanksina por CLAE.

Zhang et al. (2016) investigaram a relacdo entre composi¢do quimica e
capacidade antioxidante de extratos etanolicos de propolis verde. Nos extratos
estudados foram identificados por CLAE os acidos cafeico, para-cumarico, feralico e
clorogénico, Artepillin C, pinobankisna, naringenina, canferol, pinocembrina e

canferide.

Na Tabela 24 estdo as concentracbes das substancias fenolicas dos extratos
etandlicos obtidos por agitagdo magnética (EEP) quantificados por CLAE-DAD. Entre
as amostras, 0s acidos para-cumarico (0,75 mg 100 mg™de extrato) e rosmarinico (0,85
mg 100mg™ de extrato) e o canferide (1,89 mg 100mg™ de extrato) foram as substancias
majoritaria, assim como o biomarcador Artepillin C (0,61 mg 100mg™ de extrato) Os
valores de concentracfes indicados sdo uma média estabelecida entre os doze extratos
EEP.

Zhang et al. (2016) quantificaram em extratos etanolicos de propolis verde
brasileira os acidos cafeico (0,14 mg) para-cumarico (1,80 mg) feralico (0,04 mg) e
clorogénico (0,89 mg), pinobankisna (3,67 mg), naringenina (3,83 mg), canferol (0,09
mg) pinocembrina (0,13 mg), canferide (1,11 mg) e Artepilin C (10,77 mg) em 100mg
de extrato por CLAE-DAD. Todas essas substancias relatadas por Zhang também foram
identificadas e quantificadas neste trabalho em extratos etandlicos (EEP) na mesma

faixa de concentracéo.
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Em comparacgédo aos resultados encontrados para a quantificagcdo de substancias
fendlicas obtidos por Boisard et al. (2014) em extratos etandlicos de prépolis francesas,
as concentraces dos &cidos cafeico (0,69 mg 100mgde extrato), feralico (0,41 mg
100mg™* de extrato) e para-cumarico (1,07 mg 100mg™ de extrato), assim como dos
flavonoides pinocembrina (3,52 mg 100mg de extrato) e pinostrobina (1,07 mg 100mg™
de extrato) sdo proximas das relatadas neste trabalho. Ja para extratos etandlicos de
propolis espanholas, Kumazawa et al. (2013) relataram baixas concentracfes expressas
por 100 mg de extrato, dos acidos cafeico (0,20 mg), para-cumarico (0,23 mg) e
feralico (0,18 mg), enquanto os flavonoides pinocembrina (2,35 mg), acetato 3-
pinobanksina (2,04 mg), crisina (1,12 mg) e galangina (1,08 mg) em concentracdes
mais elevadas. Esses resultados estdo de acordo com a literatura que informam que a
propolis de regibes temperadas, como da Espanha, apresentam teor de fendlicos

inferiores aos relatados para a propolis verde brasileira (regido tropical).
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Tabela 24 — Contetido das substancias fenélicas dos extratos etanélicos de prépolis- EEP (mg 100 mg™ de extrato).

Substancias EEP1 EEP2 EEP3 EEP4 EEP5 EEP6
Acido clorogénico 0,240 + 0,003 0,215 + 0,003 0,101 + 0,001 0,244 + 0,003 0,236 + 0,001 0,211 + 0,008
Acido cafeico 0,052 + 0,002 0,080 + 0,008 0,0004 + 0,0001 0,457 £ 0,001 0,169 + 0,001 0,275 + 0,004
Acido ferulico 0,348 + 0,023 0,714 + 0,008 0,032 + 0,003 0,922 + 2,48 0,360 + 0,033 0,603 + 0,019
Acido para-cumérico 0,613 + 0,010 1,129 £ 0,013 0,082 + 0,007 1,086 + 1,46 1,365 + 0,006 0,800 + 0,006
Acido rosmarinico 0,451 + 0,033 1,927 +£ 0,036 0,097,+ 0,009 1,352 +£ 0,001 0,358 + 0,003 0,601 + 0,021
Hesperidina 0,048 +0,004 0,171 + 0,004 0,080 + 0,001 0,059 + 0,002 0,052 + 0,002 0,044 + 0,002
Naringenina - 0,360 + 0,008 0,034 + 0,007 0,104 + 0,003 0,080 + 0,003 0,095 + 0,002
Pinobanksina 0,621 + 0,025 0,482 + 0,004 0,128 + 0,007 1,122 £ 0,075 1,009 + 0,005 0,847 + 0,004
Canferol 0,129 + 0,005 0,232 + 0,006 0,042 + 0,003 0,157 + 0,013 0,250 + 0,009 0,176 + 0,003
Canferide 1,431 £0,011 2,644 + 0,076 0,189+ 0,009 2,895 + 0,008 3,273 +1,70 2,534 + 0,007
Artepillin C 0,181 + 0,003 1,568 +£ 0,047 0,055 + 0,016 0,348 + 0,073 1,533 + 0,004 0,646 + 0,002
Pinostrombina - 0,205 + 0,45 0,037 £ 0,02 0,132 + 0,007 0,313 +0,37 0,185 + 0,015
EEP7 EEPS EEP9 EEP10 EEP11 EEP12

Acido clorogénico 0,219 + 0,003 0,183 + 0,007 - 0,167 + 0,007 0,197 + 0,009 0,208 + 0,003
Acido cafeico 0,016 + 0,006 0,052 + 0,002 - 0,197 + 0,002 0,132 + 0,002 0,134 + 0,004
Vanilina - 0,137 + 0,003 0,633 + 0,002 - 0,353 + 0,008 -
Acido ferulico 0,071 + 0,003 0,039 + 0,001 0,710 + 0,001 0,329 + 0,002 0,282 + 1,65 0,934 + 0,001
Acido para-cumérico 0,446 + 0,002 0,483 + 0,017 0,312 + 0,001 0,998 + 0,030 0,656 +1,20 1,027 £ 0,047
Acido rosmarinico 0,317 + 0,009 0,541 + 0,010 0,046 + 0,002 0,820 + 0,040 0,450 + 0,002 2,525 + 0,002
Hesperidina 0,044 + 0,001 0,035+ 0,001 - 0,039 + 0,005 0,028 + 0,002 0,154 + 0,013
Naringenina 0,111 + 0,011 0,070 + 0,003 0,148 + 0,002 0,080 + 0,003 0,101 + 0,007 0,079 + 0,003
Pinobanksina 0,313 + 0,024 0,452 + 0,015 0,766 + 0,001 0,999 + 0,007 0,755 + 0,002 0,793 + 0,004
Canferol 0,111 + 0,003 - - - - 0,218 + 0,002
Pinocembrina - - - - - 0,074 + 0,001
Canferide 0,661+ 0,020 0,859 + 0,13 - 2,176 + 0,026 3,966 + 0,05 2,138 + 0,060
Artepillin C 0,098 + 0,005 0,237 + 0,008 0,107 + 0,004 1,071 £ 0,020 0,277 + 0,004 1,202 + 0,034
Pinostrombina - - - - - 0,190 + 0,035
Acido sinapico - - - - 0,077 + 0,002
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A Figura 34 apresenta 0s cromatogramas sobrepostos dos extratos metan6licos
de prépolis obtidos por agitagdo magnética (EMP).
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Figura 34 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos metandlicos de propolis
EMP1 a EMP12.

Nas Figuras 35, 36 e 37 estdo os doze cromatogramas dos extratos metandlicos
de prépolis (EMP). Nestes extratos foram identificados os acidos: clorogénico, cafeico,
feralico, para-cuméarico e rosmarinico, hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide, galangina, pinocembrina, pinostrombina, Artepillin C, dupranina e
vanilina, assim como nos extratos EEP. Entretanto, nessas amostras também foram
identificadas a galangina, acido cindmico e 6 ou 8-metil tectocrisina. Estas duas Gltimas
substancias ndo puderam ser diferenciadas, pois possuem tempos de retencao (tr=26,09
min) e curvas de (Amax= 267,310nm) idénticos.

Na Tabela 25 estdo as quantidades das substancias derreminadas por CLAE-
DAD para os extratos EMP. Os extratros etandlicos (EEP) e metandlicos (EMP)
apresentaram composicdo quimica qualitativamente semelhante, diferenciando apenas
na concentracdo das substancias identificadas (Tabelas 23 e 24). Este fato pode ser
explicado devido a maior polaridade do solvente metanol em comparacao ao etanol, que
possibilitou uma extracdo mais efetiva para as substancias mais polares, como os acidos
clorogénico, para-cumarico, feralico e rosmarinico, em compara¢do aos resultados dos
EEP. Essa comparacdo foi possivel, pois ambas os extratos EEP e EMP seguiram a

mesma metodologia extrativa, diferenciando apenas na escolha do solvente. Entre os
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doze extratos metanélicos (EMP), o &cido para-cumarico (2,17 mg 100mg™ de extrato),
0 acido rosmarinico (4,93 mg 100mg™ de extrato), o Artepillin C (3,98 mg 100mg™ de
extrato) e canferide (1,39 mg 100mg™ de extrato) foram as subtancias majoritarias.
Boisard et al. (2014) encontraram concentragdes médias expressas por 100 mg
de extratos para o acido cafeico (0,66 mg), &cido ferdlico (0,39 mg), acido para-
cumarico (1,02 mg), pinocembrina (3,30 mg) e pinostrobina (1,00 mg) em extratos
metandlicos de propolis francesas. As concentragdes dos acidos fendlicos foram
inferiores aos relatados neste trabalho, o que condiz com os dados sobre prépolis verde.
Em extratos metandlicos de propolis espanholas, Kumazawa et al. (2013)
quantificaram (valores médios expressos por 100 mg por extrato): pinocembrina (6,16
mg), acetato de 3-pinobanksina (6,03 mg), crisina (3,54 mg ) e galangina (2,73 mg) em
altas concentragdes. Cabe destacar que estas substancias sdo caracteristicas de propolis

de zonas temperadas.
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Tabela 25 — Contetido das substancias fenélicas dos extratos metanélicos de prépolis EMP (48 horas) (mg 100mg™ de extrato).

Substancias EMP1 EMP2 EMP3 EMP4 EMP5 EMP6
Acido clorogénico 2,460 + 0,046 - - - - -
Acido cafeico 0,621 + 0,002 0,186 + 0,037 0,015 + 0,002 0,281 + 0,005 0,400 + 0,006 0,623 +0,02
Acido ferlico 3,519 + 0,029 2,629 £ 0,050 0,606 = 0,019 2,635 +0,024 2,319 £ 0,043 1,919 + 0,052
Acido para-cumérico 3,199 + 0,008 2,722 +0,030 0,780 + 0,005 1,942 + 0,015 3,154 + 0,049 2,121 + 0,044
Acido rosmarinico 7,509 + 0,071 6,864 + 0,100 3,148 £ 0,110 6,227 + 0,175 6,302 + 0,104 4,401 + 0,026
Hesperidina 0,002+ 0,001 0,213 £0,11 0,001 + 0,001 0,001 + 0,001 0,065 + 0,002 0,045 0007
Pinobanksina 0,540 £ 0,051 0,562+ 0,059 0,057+ 0,004 0,223 + 0,008 0,341 £ 0,115 0,300 + 0,078
Canferol 0,551+ 0,026 0,622+ 0,080 0,351+ 0,069 0,281 + 0,004 0,552+ 0,085 0,461+ 0,016
Canferide 5,037 £ 0,130 4,621 +0,180 1,976 £ 0,179 0,453 £ 0,090 5,040 £ 0,115 4,068+ 0,164
Artepillin C 4,108 + 0,016 8,982 £ 0,079 2,422 £ 0,010 5,613 £ 0,020 13,684 £ 0,080 7,034 £ 0,037
Pinostrombina 0,805 = 0,023 0,805 £ 0,040 0,315 £ 0,019 0,679 = 0,024 1,164 £ 0,043 0,623 + 0,052
Substancias EMP7 EMP8 EMP9 EMP10 EMP11 EMP12
Acido clorogénico 1,740 £ 0,075 - - 1,303 + 0038 1,504+ 0,058 2,958+ 0,024
Acido cafeico 0,229 + 0,004 - - 0,086 + 0,002 0,160 + 0,007 0,214 + 0,006
Vanilina - - 1,813 £ 0,070 0,671 + 0,026 2,000 £ 0,097 -
Acido ferulico 2,350 + 0,060 1,468 + 0,062 4,418 + 0,026 0,651 + 0,052 1,740+ 0,040 2,457 + 0,080
Acido para-cumarico 3,290+ 0,043 1,686+ 0,080 1,069+ 0,028 1,415+ 0,079 1,763 £ 0,033 2,933+ 0,040
Acido rosmarinico 6,904+ 0,143 2,687+ 0,115 0,070 0,022 2,325+ 0,132 2,313+ 0,077 10,521+ 0,071
Hesperidina 0,047 £0,42 0,0006+ 0,0002 - 0,0006 + 0,0001 - 0,393+ 0,018
Naringenina - - 1,646 + 0,196 - - -
Acido cinamico - - - 0,002 + 0,036 1,122 + 0,084 -
Pinobanksina 0,588 + 0,008 0,055 + 0,004 0,906 + 0,026 0,025 + 0,005 - 0,587 + 0,012
Canferol 0,566 + 0,53 - - 0,393 + 0,024 - 0,680 + 0,051
Galangina - - 0,656 + 0,022 - - -
Canferide 5,490 +0,199 2,373 +0,121 - 1,950 + 0,058 1,289 + 0,136 5,557 + 0,071
Artepillin C 13,272 £ 0,046 3,541 £ 0,020 1,316 £ 0,003 5,382 + 0,034 3,336 £ 0,005 12,051 £ 0,040
Pinostrombina 0,853 £ 0,008 0,501 £ 0,021 6,607 = 0,084 0,454 + 0,028 5,037 £ 0,080 1,021 £ 0,054
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A Figura 38 apresenta a sobreposicdo dos extratos metandlicos de prépolis
obtidos por Soxhlet (EMSP).
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Figura 38 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos metandlicos de propolis
EMSP1 a EMSP12.

Nas Figuras 39, 40 e 41 estdo os doze cromatogramas de cada extrato
metandlicos de prépolis obtidos por Soxhlet (EMSP). Estes extratos apresentaram perfis
quimicos semelhantes aos extratos metandlicos (EMP) a temperatura ambiente por 48
horas.

Nos extratos EMSP foram identificados os acidos clorogénico, cafeico, ferulico,
para-cumérico, cindmico e rosmarinico, hesperidina, naringenina, galangina,
pinobanksina, canferol, canferide, galangina, pinocembrina, pinostrombina, Artepillin
C, dupranina e vanilina.

Na Tabela 26 sdo apresentadas as concentracdes de cada substancia identificada
nesses extratos. Em comparacao aos extratos EMP, esses valores foram inferiores, o que
indica que o tempo de extracdo pode ser o responsavel por essa diferenga, ja que no
processo de extracdo dos EMP a prdpolis ficou em contato com o solvente extrator
(metanol) por 48 horas, enquanto em Soxhlet ficou apenas 5 horas.

As anélises dos extratos obtidos em etanol e metanol como solventes extratores
permitiram a constatacdo de que a propolis bruta estudada neste trabalho eram

realmente amostras de prdpolis verde. Esta constatacdo foi possivel em virtude da
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identificacdo de substancias nos extratos, que sdo reconhecidas na literatura como
biomarcadores de prépolis verde como, o acido para-cumarico, o canferide, a dupranina
e o0 Artepillin C.

Fernandes-Silva et al. (2013) estudaram amostras de prépolis de Minas Gerais
(regido Sudeste) e Parana (regido Sul) para avaliar a influéncia geogréfica no perfil
quimico da propolis verde. Os autores analisaram extratos metandlicos obtidos por
Soxhlet, e dentre as substancias identificadas, nas amostras de Minas Gerais
destacaram-se o derivado do &cido cafeonilquinico (acido clorogénico) e os derivados
fenilpropanoides (Artepillin C e dupranina), em concentracdes média de 0,25; 0,57 e
0,66 mg g, respectivamente. Esses valores foram superiores aos encontrados nas

amostras do Parana, que tiveram médias de 0,15; 0,22 e 0,18 mg g*.
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Figura 39 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos metanolicos de prépolis: 1-

EMSP1, 2 - EMSP2, 3 - EMSP3 e 4 - EMSP4.
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Figura 40 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos metandlicos de prépolis: 5 -

EMSPS5, 6 — EMSP6, 7 — EMSP7 e 8 - EMSP8.
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Figura 41 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos metandlicos de prdpolis: 9 -

EMSP9, 10 - EMSP10, 11 - EMSP11 e 12 - EMSP12.



Tabela 26 — Contelido das substancias fenélicas de extratos metanélicos de prépolis em Soxhlet EMSP (mg 100mg™ de extrato).

Substancia fenolica EMSP1 EMSP2 EMSP3 EMSP4 EMSP5 EMSP6
Acido clorogénico 0,149 + ,046 - - - - -
Acido cafeico 0,047 £ 0,002 0,056 + 0,037 0,002 £ 0,002 0,070 £ 0,001 0,289 + 0,007 0,015 £ 0,002
Acido feralico 0,255 £+ 0,008 0,075 £ 0,033 0,037 £ 0,013 0,056 = 0,007 0,867 £ 0,015 0,046 + 0,007
Acido para-cumarico 0,483 +£ 0,038 0,156 + 0,029 0,126 + 0,002 0,384 £ 0,015 3,561 £ 0,094 0,267 £ 0,020
Acido rosmarinico 1,086 + 0,027 0,839 £ 0,091 0,547 £ 0,011 0,514 + 0,037 4,085 + 0,020 0,425 + 0,002
Hesperidina 0,004 + 0,002 0,009 + 0,001 0,018 £ 0,009 0,001 £ 0,004 0,203 £ 0,023 0,003 £ 0,007
Naringenina - 0,032 + 0,004 - - - -
Pinobanksina 0,377 + 0,005 0,310 + 0,036 0,203 + 0,004 0,496 + 0,019 2,796 £ 0,061 0,263 + 0,018
Canferol 0,088+ 0,010 0,071+ 0,010 0,057+ 0,004 0,102+ 0,005 0,665+ 0,005 0,072+ 0,010
Canferide 0,735+ 0,013 0,879 £ 0,068 0,449 £ 0,007 1,305+ 0,029 9,645+ 0,098 0,768+ 0,036
Artepillin C 0,463 + 0,002 0,982 £ 0,030 0,410 £ 0,002 0,568 = 0,003 9,386 £ 0,060 0,587 + 0,008
Pinostrombina 0,107 £ 0,012 0,035+ 0,002 - 0,099 £ 0,019 0,990 + 0,025 0,085 £ 0,003
Acido sinapico - - - 0,056 + 0,002 - -

Substéncia fendlica EMSP7 EMSP8 EMSP9 EMSP10 EMSP11 EMSP12
Acido clorogénico 0,178 + 0,002 - - 0,083 + 0,004 - 0,183 +2,24
Acido cafeico 0,043 £ 0,005 0,006 + 0,002 - 0,022 £ 0,002 0,012 £ 0,007 0,042 £ 0,007
Vanilina - - 0,297 + 0,007 - 0,242 + 0,029 -
Acido fer(lico 0,201 + 0,004 0,120 + 0,006 - 0,259 £ 0,005 0,470 £ 0,005 -
Acido para-cumarico 0,668 + 0,040 0,340 £ 0,038 - 0,500 £ 0,027 0,386 £ 0,003 0,677 £ 0,004
Acido rosmarinico 1,402 + 0,064 0,574 £ 0,051 - 0,924 £ 0,053 0,108 + 0,007 1,851 + 0,007
Hesperidina 0,011 + 0,004 0,001 + 0,004 - 0,003 + 0,010 0,075 + 0,002
Naringenina - - 0,879 £ 0,019 0,089 £ 0,002 0,209 + 0,017 0,044 £ 0,008
Pinobanksina 0,515 + 0,004 0,156 + 0,083 - 0,506 + 0,025 - 0,701 +£ 0,021
Canferol 0,107 £ 0,005 0,091 £ 0,009 - 0,104+ 0,002 - 0,184 £ 0,005
Pinocembrina - - - - - 0,074 + 0,001
Canferide 1,349 + 0,029 0,846 £ 0,031 - 1,167+ 0,005 1,289+ 0,043 2,220+ 0,007
Artepillin C 2,228 £0,011 0,497 £ 0,006 0,147 £ 0,001 1,343 £ 0,013 0,536 £ 0,004 1,979 + 0,003
Pinostrombina - 0,073 £ 0,002 1,304 + 0,022 0,126+ 0,004 0,910 £ 0,018 0,181 £ 0,015
Acido sinapico - 0,181 £ 0,018 0,383 £ 0,001 0,121+ 0,007 - 0,333 £ 0,028
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Os cromatogramas sobrepostos dos extratos de acetato de etila de prdpolis —
EAP (Figura 42) apresentaram perfil quimico distinto dos extratos etandlicos e

metanolicos.

W4

700000+ q

600000

500000+

400000+

300000+

200000

100000 ¥

LA h 1 i
) 4 ) h J
D——MMJJ IL) LJV IL,/ Nssomsay__sncams 5 %5 ﬂ_,ﬂ\_,—_,-\_,,_w_/\_/_ﬂu’ W e Lﬁ

T T T T T T T

T
0o 25 50 75 10.0 125 15.0 17.5 200 25 250 275 min

Figura 42 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos de acetato de etila de
prépolis EAP1 a EAP12

Nas Figuras 43, 44 e 45 estdo os cromatogramas dos doze extratos de acetato de
etila de propolis (EAP). Derivados de acido benzoico como, os acidos 2,3 dimetoxi-
benzdico e 2,5 dimetoxi-benzoico foram identificados somente nesse extrato.

Nos extratos EAP também foram identificados os acidos clorogénico, cafeico,
feralico, para-cumérico, sinapico e rosmarinico. Além de hesperidina, naringenina,
pinobanksina, canferol, canferide, galangina, pinocembrina, pinostrombina, dupranina,
Anrtepillin C e vanilina.

Na Tabela 27 estdo as concentracdes das substancias identificadas, dentre estas
se destacam os acidos fendlicos como componentes majoritarios. Existe uma diferenca
no perfil cromatogréafico desses extratos em comparagdo aos EEP, EMP e EMSP, que
pode ser consequéncia da metodologia de extracdo aplicada nessas amostras. A extracao
fracionada em Soxhlet, usando hexano e cloroférmio antes do acetato de etila, permitiu
a retirada de substancias com caracteristicas mais apolares, deixando assim um perfil
mais rico em substancias polares nos extratos em acetato de etila.

Fernandes-Silva et al. (2013) analisaram seis amostras de prdpolis de Minas
Gerais e do Parana. Os extratos foram obtidos por Soxhlet em acetato de etila, no qual

foram identificados e quantificados por CLAE varios derivados de acido cinamico, entre
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eles o &cido para-cumaérico, além do canferide, dupranina e Artepillin C. Os autores
destacaram que essas foram substancias caracteristicas da propolis verde e foram

encontradas em todas as amostras.
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Figura 43 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos de acetato de etila prépolis:

1- EAP1, 2 - EAP2, 3- EAP3 e 4 — EAPA4.
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Figura 44 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos de acetato de etila propolis:

5- EAP5, 6 — EAPG6, 7 - EAP7 e 8 — EAPS.
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Figura 45 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos de acetato de etila propolis: 9

- EAP9, 10 - EAP10, 11 - EAP11 e 12 - EAP12.
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Tabela 27 — Contetido das substancias fendlicas de extratos de acetato de etila de propolis EAP (mg 100mg™ de extrato).

Substancias EAP1 EAP2 EAP3 EAP4 EAP5 EAP6
Acido cafeico - - - - - -
Acido fertlico 0,197 + 0,001 0,427 + 0,003 0,422 + 0,005 0,507 + 0,023 0,114 + 0,02 -
Acido para-cumarico 1,136 + 0,006 - 0,057 + 0,009 - - -
Acido rosmarinico 0,596 + 0,003 5,795 + 0,016 0,640 + 0,017 2,362 + 0,003 1,796 + 0,030 1,286 +0,018
Hesperidina 2,403 + 0,058 0,507 + 0,006 0,369 + 0,002 0,255 + 0,007 0,107 £ 0,017 -
Naringenina 0,073 + 0,001 1,247 + 0,004 0,190 + 0,015 0,181 + 0,005 0,095 + 0,001 -
Pinobanksina - 0,452 + 0,001 - - - -
Canferol - 1,403 £ 0,001 0,210 + 0,028 0,566 + 0,004 0,516 + 0,003 0,600 + 0,001
Canferide - 1,181 + 0,004 0,233 £ 0,001 0,553 + 0,002 0,621 + 0,003 -

Aci. 2,3 dimetoxi benzoico - 1,501 + 0,018 - - 0,492 + 0,003 -

Aci. 2,5 dimetoxi benzéico - 8,086 + 0,005 2,844 + 0,002 6,280 + 0,001 - -
Acido sinapico - 3,046 + 0,002 - - - ;
Substancias EAP7 EAPS8 EAP9 EAP10 EAP11 EAP12
Acido clorogénico - - - - - 0,423 + 0,003
Acido cafeico 0,266 + 0,007 0,212 + 0,001 - 0,058 + 0,022 0,015 + 0,006 0,006 + 0,002
Acido ferulico - 0,285 + 0,011 0,110 + 0,017 0,173 + 0,035 0,050 + 0,001 -
Acido para-cumérico 4518 + 0,058 2,317 £ 0,034 0,194 + 0,010 1,356 + 0,007 0,565 + 0,002 4,133 + 0,057
Acido rosmarinico 0,248 + 0,023 1,840 + 0,050 0,717 + 4,042 1,578 + 0,015 0,176 + 0,001 0,538 + 0,006
Hesperidina 0,668 + 0,021 0,167 + 0,005 - 0,113 + 0,029 0,050 + 0,007 0,979 + 0,023
Naringenina 0,176 + 0,003 0,211 + 0,006 0,029 + 0,006 - 0,096 + 0,003 0,163 + 0,001
Pinobanksina 0,579 + 0,004 0,203 + 0,001 - - - 0,515 + 0,002
Canferol 0,567 + 0,006 0,285 + 0,001 0,035 + 0,002 0,206 + 0,017 - 0,454 + 0,005
Pinocembrina - - - - 0,021 + 0,001 -
Canferide 0,514 + 0,007 - - - - 0,541 + 0,042
Aci. 2,3 dimetoxi benzoico 2,453 + 0,002 - - - - 2,825 + 0,056
Aci. 2,5 dimetoxi benzoico 7,258 + 0,002 5,480 + 0,170 0,414 + 0,006 - - 6,376 + 0,002
Acido sinapico - - 0,155 + 0,002 0,460 + 0,026 - -
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O perfil quimico dos dezesseis extratos comerciais, incluindo os extratos de
préopolis denominados “compostos” também foi avaliado por CLAE-DAD, foi possivel
constatar a presenca de 19 substancias, incluindo acidos fenolicos e flavonoides.

Entre os constituintes encontrados nos extratos etandlicos comerciais da propolis
verde (ECP) analisados destacam-se os derivados de &cidos cindmicos e alguns
flavonoides, conforme podem ser observados nos cromatogramas sobrepostos

apresentados na Figura 46.
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Figura 46 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos etanolicos comerciais ECP

Nas Figuras 47, 48, 49 e 50 sdo apresentados o cromatograma de cada extrato
comercial analisada por CLAE-DAD. Quando comparadas com as amostras dos
extratos etandlicos e metandlicos (EEP, EMP e EMSP) verifica-se, de modo geral, o
mesmo perfil cromatografico encontrado nas amostras dos extratos etandlicos
comerciais (ECP), confirmando a existéncia das mesmas substancias fendlicas, variando
somente em alguns casos a sua concentracdo. Isto pode ser explicado em parte, pela
mudanca climética, periodo e época da coleta que podem causar variagdes na proporcao
dos componentes da fonte vegetal em cada estacdo do ano, bem como a variacdo no
método de extracdo de campo, métodos de beneficiamento e tempo de exposicdo do

produto.
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Figura 47 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos comerciais de propolis: 1-

ECP1, 2 -ECP2, 3 -ECP3 e 4 — ECPA4.
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Figura 48 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos comerciais de propolis 5-

ECP5, 6 —ECP6, 7 —ECP7 e 8 - ECPS.
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— Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos comerciais de prdpolis: 9 -

Figura 49
ECP9, 10

ECP10, 11 - ECP11 e 12 - ECP12.
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Figura 50 — Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos comerciais de propolis: 13-

ECP3, 14 - ECP14, 15 -ECP15 e 16 — ECP16.
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Entre os extratos comerciais etandlicos também foram identificados as
substancias caracteristicas de prépolis verde, como o acido para-cumarico, canferide e
dupranina, além do biomarcador Artepillin C. Esses resultados sugerem a mesma fonte
vegetal para a origem deste tipo de propolis.

Além disso, pode-se observar que o0s ‘“extratos compostos” comerciais ndo
possuiam perfil quimico semelhante aos extraidos em etanol (Figura 51). A
incorporacdo de extratos de outras fontes vegetais como, gengibre, laranja, menta,
malva, roma, agrido e eucalipto na composicdo dessas tinturas pode ter ocacionado a
reducdo da concentracdo final das substancias com propriedades bioldgicas que estavam

presentes nos extratos etandlicos de propolis.
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Figura 51 - Cromatogramas por CLAE-DAD dos extratos compostos de prépolis
comerciais (ECP2, ECP10, ECP12 e ECP13).

Na Tabela 28 apresentam-se as concentracfes das substancias identificadas nos
extratos de propolis comerciais etandlicos (ECP). Analisando esta tabela percebe-se que
os extratos ECP possuem um perfil quimico semelhante aos extratos etandlicos de
(EEP), entretanto as susbtancias identificadas foram observadas em maiores
concentracdes, exceto nos extratos compostos (ECP2, ECP10, ECP12 e ECP13). Esses
valores mais altos podem estar relacionados a concentracdo dessas tinturas, que estavam
na faixa de 30% (m/v), enquanto para os extratos de propolis bruta, a concentracdo dos

EEP né&o ultrapassou 4% (m/v).
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Tabela 28 — Contetido das substancias fenélicas dos extratos comerciais de propolis-ECP (mg 100mg™ de extrato).

Substancias ECP1 ECP3 ECP4 ECP5 ECP6 ECP7
Acido clorogénico 2,125 + 0,022 0,838 £ 0,023 0,615 = 0,005 3,317 £ 0,011 1,299 £ 0,000 1,794 £ 0,002
Acido cafeico 0,185 £ 0,008 0,069 £ 0,004 0,047 £ 0,002 0,0553 £ 0,003 0,095 + 0,006 0,0286 = 0,001
Vanilina - - 0,543 + 0,007 - - -
Acido ferdlico 1,459 + 0,067 0,432 £ 0,008 0,242 £ 0,005 3,257 £ 0,050 0,654 £ 0,003 1,057 + 0,004
Acido para-Cumarico 1,280 + 0,000 0,548 £ 0,123 0,587 = 0,000 2,931 £ 0,000 1,505 + 0,012 1,694 + 0,000
Acido rosmarinico 0,451 + 0,000 1,562 + 0,000 0,699 £ 0,123 8,332 £0,123 2,173 £ 0,030 2,970 £ 0,000
Hesperidina 0,714 + 0,000 0,024 + 0,000 - 0,216 + 0,000 0,144 + 0,008 0,164 + 0,000
Pinobanksina 0,115 + 0,050 0,334 + 0,000 0,684 + 0,000 1,523 £ 0,000 1,112 + 0,020 1,342 £ 0,050
Canferol 0,411 £ 0,050 0,114 £ 0,204 - 0,554 + 0,000 0,373 £ 0,005 0,410 + 0,050
Artepillin C 2,214 £ 0,022 2,378 £ 0,013 0,702 £ 0,001 7,450 £ 0,013 1,660 £ 0,003 0,463 + 0,009
Canferide 1,811 £ 0,025 0,415 £ 0,009 0,677 = 0,005 3,9994 + 0,050 2,100 £ 0,063 2,664 £ 0,045
Pinostrombina 0,378 = 0,002 - 0,225 £ 0,006 0,886 £ 0,004 0,411 £ 0,005 0,425 £ 0,008
Substancia fendlica ECP8 ECP9 ECP11 ECP14 ECP15 ECP16
Acido clorogénico 2,072 £ 0,005 1,155 + 0,005 - 1,014 + 0,050 1,361 + 0,010 2,212 £ 0,013
Acido cafeico 0,094 + 0,002 0,114+ 0,002 0,034 + 0,002 1,512 £ 0,023 0,044 + 0,001 0,111 + 0,012
Vanilina - - - 0,425+ 0,006 - -
Acido fer(lico 0,699 = 0,003 0,623 £ 0,010 0,418 = 0,009 0,149 + 0,004 0,790 £ 0,002 1,058 + 0,027
Acido para-cumarico 1,371 £ 0,048 1,633 £ 0,039 1,430 + 0,005 1,270 £ 0,022 1,815 + 0,045 1,922 + 0,012
Acido rosmarinico 3,618 £ 0,043 1,726 £ 0,047 1,480 £ 0,005 1,180 + 0,003 2,262 £ 0,023 3,762 £ 0,001
Hesperidina 0,053 £ 0,000 0,122 + 0,003 0,120 £ 0,005 0,219 £ 0,000 0,227 £ 0,000 0,070 £ 0,003
Naringenina - - 0,240 + 0,000 - 0,318 + 0,007 0,306+ 0,008
Pinobanksina 0,873 £ 0,041 1,287 + 0,050 1,174 £ 0,045 1,221 + 0,050 1,652 + 0,033 1,006 + 0,023
Canferol 0,331 + 0,002 0,422 + 0,004 0,389 + 0,003 0,392 + 0,005 0,452 + 0,003 0,436 + 0,007
Canferide 1,319 £ 0,035 2,844 £ 0,059 - 1,927 £ 0,074 3,168 £ 0,105 3,243 £ 0,059
Artepillin C 1,829 + 0,038 1,199 + 0,011 2,112+ 0,009 0,771 £ 0,010 0,950 + 0,006 3,495 + 0,005
Pinostrombina 0,417 £ 0,007 0,458 £ 0,009 0,501 £ 0,010 0,451 £0,017 0,419 £ 0,032 0,394 £ 0,09

119



A Tabela 29 apresenta as substancias identificadas por CLAE-DAD nos extratos

de propolis analisados neste trabalho.

Tabela 29 — Substancias fendlicas identificadas nos extratos de propolis.

Amostras de prépolis

Substéncias Fenolicas identificadas por CLAE-DAD

EEP

EMP

EMSP

EAP

ECP

Acidos: clorogénico, cafeico, feralico, para-cumarico,
sinapico e rosmarinico, dupranina e Artepillin C.
Flavonoides: Hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide, galangina, pinocembrina, e
pinostrombina.

Outros: vanilina

Acidos: clorogénico, cafeico, fertlico, para-cumarico,
sinapico, cinamico, rosmarinico, dupranina e Artepillin.
Flavonoides: hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide, galangina, pinocembrina, galangina,
pinostrombina e 6 ou 8-metil tectocrisina.

Outros: vanilina.

Acidos: clorogénico, cafeico, fertlico, para-cumarico,
sinapico, cindmico, rosmarinico, dupranina e Artepillin.
Flavonoides: Hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide, galangina, pinocembrina, galangina,
pinostrombina e 6 ou 8-metil tectocrisina.

Outros: vanilina

Acidos: clorogénico, cafeico, fertlico, para-cumarico,
sinapico, 2,3 dimetoxi- benzoico, 2,5 dimetoxi -benzoico
e rosmarinico

Flavonoides: Hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide, galangina e pinostrombina.

Acidos: clorogénico, cafeico, fertlico, para-cumarico,
rosmarinico, dupranina e Artepillin C.

Flavonoides: Hesperidina, naringenina, pinobanksina,
canferol, canferide, galangina, e pinostrombina.
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E bem documentado na literatura que a propolis brasileira ou seus constituintes
fendlicos (Artepilllin C e derivados) apresentam atividades sequestrantes de radicais
livres e antioxidantes (HAYASHI et al., 1999; UTO et al, 2002) e possuem
biodisponibilidade para apresentar esse efeito in vivo (SHIMIZU et al., 2004).

A avaliacdo da atividade antioxidante (expressa como CEspy) dos padrbes
comerciais identificados nos extratos de propolis foi realizada, a fim de correlacionar a
sua contribuicdo para o potencial antioxidante dos extratos (Tabela 23).

Esta contribuicdo pode ser observada quando comparamos diretamente 0s
valores de CEs nos extratos EEP e EMP (Tabelas 12 e 15). Os extratos EEP4 e EMP4
possuem a mesma composicao quimica (Tabelas 24 e 25), porém CEsg distintos (35,61
e 6,9 pg mL™), entretanto a concentracdo dos &cidos fertlicos, para-cumérico e
rosmarinico (2,63; 1,94 e 6,22 mg 100mg”’ de extrato, respectivamente) foram
superiores na amostra EMP4, em comparagdo a amostra EEP4 (0,92; 1,36 e 1,35 mg
100mg™* de extrato, respectivamente), inclusive a quantidade de Artepillin C de 0,35
para 5,61 mg 100mg™ de extrato. Este resultado pode, em parte, ser explicado pela boa
atividade antirradicalar (menor CEsp) apresentada por estas substancias quando foram
avaliadas individualmente (Tabela 23).

A fim de verificar outras possiveis correlacfes entre as concentragdes das
substancias quantificadas e sua influéncia na capacidade antioxidante de cada extrato foi
criada uma matriz de correlacdo de Pearson entre essas variaveis. O uso de correlagao
de Pearson e analises multivariadas aplicadas aos resultados se mostraram ferramentas
Gteis para explorar a atividade antirradicalar dos extratos de propolis, e identificar as
substancias bioativas em potenciais (BITTENCOURT et al., 2015).

A Tabela 30 mostra as correlagbes entre as substancias identificadas
majoritariamente nos extratos (EEP, EMP, EMSP e EAP) e a capacidade antioxante
avaliadas pelos trés métodos (FRAP, ABTS e DPPH).
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Tabela 30 - Matriz de correlagdo de Pearson entre principais substancias identificadas

nos extratos de prépolis e a capacidade antioxidante.

EEP ECP
FRAP  ABTS DPPH FRAP  ABTS DPPH
Acido ferlico 0,283 0,515 -0,614 0,766 0,658 -0,427
Acido para-cumarico 0,599 0,318 -0,611 0,867 0,535 -0,584
Acido rosmarinico 0,773 0,258 -0,419 0,578 0,477 -0,381
Canferide 0,046 0,010 -0,580 0,719 0,553 -0,568
Artepillin C 0,486 -0,072  -0,654 0,610 0,488 -0,206
EMP EMSP
FRAP ABTS DPPH FRAP ABTS DPPH
Acido feralico -0,427 0,197 0,082 -0,080 0,077 -0,333
Acido para-cumarico -0,319 0,455 -0,449 0,215 0,174 -0,389
Acido rosmarinico 0,447 0,707 -0,430 0,4144 0,138 -0,282
Canferide 0,108 0,352 0,067 0,2189 0,145 -0,342
Artepillin C 0,343 0,520 -0,507 0,2904 0,154 -0,330

*Significativo ao nivel de p <0.05

Em uma anélise mais detalhada sobre relagdo entre capacidade antioxidante e
composicdo quimica, pode-se constatar que entre 0s extratos etanolicos, as amostras
EEP4 e EEP12 foram as que de forma geral apresentaram os melhores resultados quanto
a capacidade antioxidante nos trés métodos testados (384,96 e 608,85 mmol Fe(ll)
100mg™* de extrato; 157,62 e 142,68 mmol Trolox 100 mg™ de extrato; 35,61 e 32,98 g
mL™) e pela matriz de correlacdo (Tabela 30) pode-se relacionar este fato as altas
concentragbes de 4acido para-cumarico (1,08 e 1,02 mg 100mg™ de extrato), &cido
rosmarinico (1,35 e 2,52 mg 100mg™ de extrato) e canferide (2,89 e 2,14 mg 100mg™
de extrato) encontradas nessas amostras. Entre os extratos avaliados, para o EEP o acido
para-cumarico apresentou significativa correlagdo com o DPPH e FRAP (r= -0,611 e
r=0,599), assim como o canferide (r= -0,580), além de uma alta correlagdo entre o acido
rosmarinico e o FRAP (r=0,773).

Entre os extratos EMP foi possivel correlacionar a boa capacidade antioxidante
(FRAP, ABTS e CEsg) das amostras EMP7 e EMP12 (1282,31 e 1008,24 mmol Fe(ll)
100mg™* de extrato; 116,33 e 115,57 mmol Trolox 100mg™ de extrato; 10,24 e 9,71 pg
mL™) com alta concentracdo de acido rosmarinico (6,904 e 10,521 mg 100mg™ de

extrato) que possui correlacdo moderada entre DPPH e FRAP e alta em relacdo ABTS
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(r=0,707). Tambem foi possivel estabelecer a relacdo entre o alto contetido de Artepillin
C (13,27 e 12,05 mg 100mg™ de extrato) e correlacio moderada e significativa com
ABTS e DPPH (r=0,520 e r=-0,507).

Nos extratos etandlicos comerciais (ECP) foi possivel estabelecer uma
correlagdo moderada e significativa entre os valores da capacidade antioxidante (DPPH
e ABTS) e a presenca de acido ferulico (r= -0,427 e r= 0,658), &cido para-cumarico (r=-
0,584 e r=0,535) e o canferide (r= -0,568 e r= 0,553), respectivamente nas amostras. A
capacidade antioxidante em razdo do potencial de reducdo do ion férrico (FRAP) pode
ser correlacionada com a presenca de acido feralico (r=0,766), acido para-cumarico
(r=0,867) e o canferide (r=0,719) j& que apresentam alta correlacdo entre si, assim como
uma correlacdo moderada com o Artepillin C (r=0,610) e o acido rosmarinico (r=0,578).
Todas essas substancias foram os constituintes majoritarios no extrato ECP5, sendo esta
a amostra a que apresentou a melhor capacidade antioxidante: FRAP (657,74 mmol
Fe(ll) 100mg™ de extrato), ABTS (246,83 mmol Trolox 100 mg™ de extrato) e CEsg

(19,36 pg mL™) entre todos os extratos comerciais analisados.

5.7- Analise Quimiométrica

Para a comparagdo entre os extratos comerciais (C) e os etandlicos (E) foi gerada
uma matriz (24x18) usando como variaveis os dados obtidos pelas anélises dos teores
de fendis totais (TP), flavonoides totais (TF), capacidade antioxidante (FRAP, ABTS e
DPPH) e as concentracfes das substancias identificadas por CLAE-DAD em cada
extrato e assim, aplicada a analise por componentes principais (PCA).

Esta andlise permitiu discriminar as amostras de extratos etan6licos
comercializados, oriundos da regido Sudeste brasileira e dos extratos etandlicos deste
trabalho usando prépolis bruta do Rio de Janeiro. Todos o0s extratos foram considerados
de propolis verde porque foi identificado o marcador quimico caracteristico, o Artepillin
C.

A anélise multivariada foi utilizada também para resumir em poucas e
importantes dimensdes a maior parte da variabilidade da matriz para a obtengdo de
relagbes entre os dados obtidos, e extrair desta maneira a informacdo mais relevante

para o resultado.
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A partir dos dados de variancia determinou-se o nimero de PCs. Nessa analise
foram escolhidos os dois primeiros PCs. Os conjuntos de dados experimentais utilizados
para analise exploratéria PCA, que permitiu a construcdo de um grafico de scores
(Figura 52). Verificou-se que as componentes PC1 e PC2 descreveram 96% da

variacao total dos dados e forneceram informagdes discriminatdrias das amostras.
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Figura 52 - Grafico de scores de PC1 x PC2 dos extratos comerciais (C) e etandlicos
obtidos por agitacdo magnética (E).

A primeira componente principal (PC1) descreveu 80 da variacdo total e a
segunda (PC2) 16%. No grafico de scores observou-se a formagdo de dois
agrupamentos. Os extratos de prépolis comerciais (C) estdo localizados na parte
superior, enquanto os extratos etanolicos (E) encontram-se na parte inferior do gréafico.
Apesar dos extratos etandlicos de propolis bruta (E) e das tinturas comerciais (C)
apresentarem os resultados dos parametros avaliados semelhantes, foi possivel observar
a discriminacdo em dois grupos distintos no grafico de scores, dessa forma é possivel

classificar as amostras comerciais dos extratos ndo comerciais.
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Figura 53 - Grafico de loadings dos extratos comerciais (C) e etandlicos obtidos por
agitacdo magnética (E).

Pelo grafico de loadings (Figura 53) observou-se que as concentracfes de
hesperidina, canferol e os &cidos para-cumarico, clorogénico, feralico e rosmarinico,
assim como os teores de fenois totais (TP) e da capacidade antioxidante (FRAP e
ABTS) foram as variaveis que mais exerceram um poder discriminante para a separacao
das amostras C e E.

Para uma melhor interpretacdo sobre o comportamento dos extratos quanto ao
efeito do solvente extrator foi realizado um PCA entre os doze extratos obtidos por
maceracdo dinamica utilizando etanol (E) e os doze extratos obtidos em metanol (M),
ambos com agitacdo magnética por 48 horas. Ambos os extratos, E e M apresentaram
um perfil quimico semelhante quando comparados em funcdo de substancias
identificadas por CLAE-DAD, assim foi criada uma matriz (24x12) utilizando como
variaveis as concentragdes de cada substancia quantificada em cada extrato.

A Figura 54 apresenta o grafico de scores que permite a visualizacdo da
separacdo das amostras em dois grupos. A primeira componente principal (PC1)
descreveu 72% da variacdo total e a segunda (PC2) 12%. Os extratos de propolis
etandlicos (E) ficaram localizados na parte negativa, enquanto os extratos metan6licos
(M) encontram-se na parte positiva em relacdo a PC1.
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Figura 54 - Grafico de scores de PC1 x PC2 dos extratos etanolicos (E) e metandlicos
(M) obtidos por maceracao dinamica.

O grafico de loadings (Figura 55) indicou quais varidveis tiveram maior
influéncia na discriminacdo entre as amostras no grafico de scores. Neste caso, 0s
acidos para-cumarico e rosmarinico, Artepillin C, canferide e canferol foram as
substancias responsaveis pela separacdo entre os extratos etanolicos e metandlicos. Este
fato pode estar relacionado a polaridade dessas substancias, sendo o metanol um
solvente mais polar do que o etanol, consequentemente substancias mais polares seriam

as mais influenciadas pelo uso do metanol.
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Figura 55 - Gréfico de loadings dos extratos etandlicos (E) e metandlicos (M) obtidos
por maceracgédo dinamica.
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Os extratos tambem foram avaliados quanto a influéncia do tipo de metodologia
empregada para a extracdo das substancias, mantendo-se 0 mesmo solvente extrator,
para isso foram analisados os extratos metandlicos obtidos por maceracdo dindmica por
48 horas (M) e com uso de aparelho de Soxhlet (S).

Na Figura 56 esta o grafico de scores gerado a partir de uma matriz (24x12), na
qual as concentracbes das substancias quantificadas por CLAE-DAD também foi
utilizada como variavel. Novamente foi possivel discriminar os dois grupos ao observar
o gréfico, onde a primeira componente principal (PC1) descreveu 78% da variacao total
e a segunda (PC2) 8%. Os extratos metandlicos obtidos por Soxhlet (S) ficaram
localizados no quadrante negativo, enquanto 0s extratos obtidos por maceracdo
dindmica (M) encontraram-se na parte positiva, ambos em relacdo a PC1.

Deve-se destacar a presenca de um subgrupo na parte superior do grafico
formado pelas amostras M9, M10 e M11. Entre todas as amostras que fizeram parte da
construcdo do grafico de scores, esses trés extratos foram os Gnicos que apresentam a

substancia vanilina nas suas composigoes.
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Figura 56 - Grafico de scores de PC1xPC2 dos extratos metandlicos obtidos por
maceracdo dindmica magnética (M) e por Soxhlet (S).

O gréfico de loadings (Figura 57) indicou que as concentragdes dos &cidos
para-cumarico, rosmarinico, Artepillin C, e dos flavonoides canferide e canferol foram
as variaveis responsaveis pela separacdo entre os extratos metandlicos obtidos por

maceracao dinamica em 48 horas (M) daqueles obtidos por Soxhlet (S)
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Figura 57 - Gréfico de loadings dos extratos metandlicos obtidos por maceracao
dindmica (M) e por Soxhlet (S).

Essas substancias também foram as responsaveis pela discriminagdo entre os
extratos etandlicos (E) e metandlicos (M) obtidos por maceracdo dinamica, analisados
anteriormente (Figuras 47 e 49). Neste caso, a polaridade dessas substancias também
pode explicar a influéncia na separacdo entre os diferentes solventes (etanol e metanol)
usados com o0 mesmo tipo de metodologia extrativa. Durante a extracdo por maceracao
dindmica, a propolis bruta fica em contato com o metanol por 48 horas, levando uma
maior extracdo das substancias mais polares em comparacdo a extracdo em Soxhlet (S),

que ocorre num periodo bem inferior, de 5 horas.

Visando uma anélise exploratéria do conjunto de dados, a analise por
componentes principais foi realizada objetivando verificar uma possivel separacdo entre
as amostras de diferentes tipos de extratos (comerciais (C), etandlicos (E) e metandlicos
(M)). Para isso foi realizada dois tipos de PCAs, uma em relacdo ao perfil quimico,
usando as concentracdes de substancias identificadas e quantificadas por CLAE-DAD.
Nesta analise foi criada uma matriz (36x18) para gerar o grafico de scores (Figura 58)
discriminando os trés grupos. A primeira componente principal (PC1) descreveu 76%
da variacdo total e a segunda (PC2) 10%. As amostras comerciais ficaram bem
préximas uma das outras (marcadas com circulo vermelho), mostrando uma semelhanca

muito grande mesmo sendo de origens geograficas diferentes.
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Figura 58 - Gréafico de scores de PC1xPC2 dos extratos etandlico (E) e metandlicos
(M) obtidos por maceracao dinamica e os extratos comerciais (C)

Quando os mesmos extratos (C, M e E) foram avaliadas em relacéo aos teores de
fenois totais (TP), flavonoides (TF) e capacidade antioxidante (FRAP, ABTS e DPPH),
também foi possivel observar no grafico de scores (Figura 59) uma discriminagdo, na
qual a primeira componente principal (PC1) descreveu 97% da variacdo total e a
segunda (PC2) 2%. Ocorreu a separacdo em trés grupos, no entanto, as amostras

comerciais nesta analise ficaram um pouco mais dispersas em comparacdo a analise

anterior.
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Figura 59 - Gréfico de scores de PC1xPC2 dos extratos dos extratos etanolico (E) e

metandlicos (M) obtidos por maceracgdo dinamica e os extratos comerciais (C)
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O grafico de loadings (Figura 60) construido a partir do grafico de scores
(Figura 57) mostrou que os teores de fendis totais (TP) e ABTS foram as variaveis que
mais influenciaram as amostras comerciais (C), porém para 0s extratos metanolicos (M)

foram os valores da capacidade antioxidante de reducédo do ion férrico (FRAP).
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Figura 60 - Gréafico de loadings dos extratos etandlico (E) e metandlicos (M) obtidos
por maceragédo dinamica e os extratos comerciais (C).

A andlise exploratoria dos dados se mostrou uma ferramenta Gtil na obtencdo de
informac6es sobre a metodologia extrativa e os solventes usados na extracdo da propolis
bruta. Através da analise dos graficos de loadings das amostras foi possivel estabelecer
relacdes entre metodologia/solvente extrator e as substancias identificadas e quantificas
nos extratos.

Avaliar a classificacéo de diferentes tipos de extratos comerciais, relacionando-
0s com a sua origem geogréafica, através do perfil quimico e métodos de analise
exploratdria, auxiliou no controle da qualidade do produto, principalmente de extratos

de propolis que apresentam maior valor comercial, tal como a prépolis verde.

5.8 — Isolamento e caracterizacdo do Artepilin C e acido para-cumarico do EEP

A cromatografia em coluna pode servir para o isolamento na ordem de
miligramas, para elucidacgéo de estrutura ou, para o isolamento de amostra na ordem de
gramas a quilogramas que poderdo ser destinadas as pesquisas sistematicas ou para
sintese. No primeiro caso é importante a eficiéncia da separacdo. No segundo, é de
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fundamental interesse a quantidade isolada por tempo de operacdo (SNYDER et al.,
1993).

O Artepillin C usado como padrdo na analise por CLAE-DAD foi extraido
segundo metodologia descrita em 4.8. As fragcdes obtidas com o eluente acetato de etila
e hexano (1:3), depois de reunidas, apresentaram uma unica mancha por CCDA quando
sobluz ultravioleta a 254 nm e revelou coloracdo azul quando borrifada com anisaldeido
sulfarico. A substéncia isolada resultou em um sélido branco (3 mg), cujo ponto de
fusdo foi 98-99°C, compativel com dados da literatura que corresponde ao mesmo valor
(UTO et al., 2002) para a estrutura do Artepillin C (C19H2403). O cromatograma obtido
por meio da técnica de CG-EM permitu identificar o Artepillin: 256 (M™ - 44; 75%);
201(75%); 145 (99%) (Figura 61).
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Figura 61 - Espectro de massas do Artepillin C

No Esquema 3 encontram-se as propostas de fragmentagdes para a estrutura do
Artepillin C.
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Esquema 3 - Proposta de fragmentacédo para o Artepillin C

As fracOes obtidas com 100% de acetato de etila depois de reunidas,
apresentaram uma Unica mancha por CCDA quando sob luz ultravioleta a 254 nm e
revelou coloracdo azul clara quando borrifada com anisaldeido sulfirico. Essa fracdo foi
evaporada e resultou em um so6lido branco de peso igual a 6mg, com ponto de fusdo
210-211°C, compativel com dados da literatura (Pf ;. = 210-213 °C) (MERCK
INDEX) para o acido para-cumarico (Figura 62). O éacido para-cumarico teve a sua

estrutura confirmada por RMN de *H (Figuras 63 e 64) e **C (Figuras 65 e 66).
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Figura 62 - Estrutura do acido para-cumarico

Na Tabela 31 estdo listados os valores de deslocamentos quimicos obtidos por
espectro de RMN de *H (500 MHz) e *C (125 MHz) para o 4cido para-cumarico que
estdo de acordo com aqueles relatados por KALINOWSKA et al. (2013).

Tabela 31 - Dados de RMN *H e *C do 4cido para-cumérico (CD;OD) comparados
com dados da literatura (KALINOWSKA et al., 2013).

Ac. para-cumarico (CDCl,)

5 H ppm 5 C ppm (KALINOWSKA et al., 2013)

C
d 1 (PPM) d ¢ (ppm)
1 125,81 125,36
2 7,4 (d, J=10 Hz) 129,69 7,49 130,17
3 6,8 (d, J=10 Hz) 115,39 6,79 115,83
4-OH 159,79 159,67
5 6,8 (d, J=10 Hz) 115,39 6,79 115,83
6 7,4 (d, J=10 Hz) 129,69 7,49 130,17
1’-OH 169,62 168,05
2’ 6,2 (d, J=20 Hz) 114,18 6,29 115,41
3 7,6 (d. J=20 Hz) 145,26 7,52 144,27
.00
0.75—: © %g N
1 N le 2@
] ~ — 95
0.50 qg =
0.25 ©
0
1.012.00 1.95 1.00
R

Figura 63 - Espectro de RMN de *H (500Mhz, CD;0D) do &cido para-cumarico
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Figura 64 -: Expansido do espectro de RMN de *H (500Mhz, CDs;OD) entre 6,1 - 6,9
ppm do acido para-cumarico
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Figura 65 - Expansdo do espectro de RMN de 'H (500Mhz, CDsOD) entre 7,2 - 8,0
ppm do acido para-cumarico
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Figura 66 -: Espectro de RMN de **C (125 Mhz, CD30D) do &cido para-cumarico
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O 4cido para-cumérico também teve a sua estrutura confirmada através das
analises por CG-EM. A programacao de temperatura foi de 180 °C (1,0 min) a 290 °C (5
min), com incremento de 1,5°C min™. As temperaturas do injetor e da fonte foram
ambas de 250 °C. Além disso, a analise por cromatografia em fase gasosa serviu para
avaliar o grau de pureza da substancia isolada que foi de 95,4%.

O espectro de massas do acido para-cumarico apresentou o ion molecular com
m/z 164 (100%) (Figura 67). Os fragmentos adicionais em m/z 147 (50%), 119 (42%) e
91 (40%) estdo de acordo com a estrutura proposta na fragmentografia para o acido

para-cumarico (Esquema 4).
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Figura 67 -: Espectro de massas do acido para-cumarico
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Esquema 4 - Proposta de fragmentacéo para o &cido para-cumarico
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5.9- Atividade antioxidante dos extratos de propolis

5.9.1 — Estresse Oxidativo e Viabilidade de Celular

Para se determinar a concentracdo de peroxido de hidrogénio toxica as células de
levedura Saccharomyces cerevisiae, as mesmas foram crescidas em meio YPD 2%
liquido e plagueadas em meio YPD 2% solido, contendo diferentes concentragdes de
peréxido de hidrogénio (0.5mM; 1.0mM; 1.5mM; 2.0mM; 2.5mM; 3.0mM). Os
resultados revelaram que a partir de 2.0mM de perdxido a sobrevivéncia das células era
abaixo de 10% em comparacdo com o controle. Com isso, fixou-se a concentracao de
peroxido para 0s proximos experimentos em 1.5mM de peroxido de hidrogénio no meio

de cultivo.

No experimento comparativo de sobrevivéncia celular utilizando os extratos
etandlicos, apenas uma das amostras dentre cinco apresentou aumento da viabilidade
celular (Figura 68). Considerando 100% de sobrevivéncia para as celulas sem estresse
ou pré-incubadas com os extratos; obteve-se 45,67% na presenca do peroxido de
hidrogénio e um retorno de viabilidade a 87% apds a incubagdo das células com o
extrato EEP1. Todos 0s outros extratos etandlicos ndo apresentaram melhoria na
viabilidade celular ap6s o estresse oxidativo com o peroxido, mantendo valores de

viabilidade celular préximo ou abaixo das células sob estresse.

No caso dos extratos metandlico e em acetato de etila 0s mesmos também néo
apresentaram melhoria da viabilidade celular. Foram realizados experimentos
invertendo-se a incubagdo; primeiro com as substancias e depois com o peréxido de
hidrogénio; e os resultados ndo revelaram diferencas significativas em comparacdo com

0S anteriores.
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Figura 68 - Celulas expostas aos extratos de etanol, metanol e acetato de etila apds pre-
incubacdo com peroxido de hidrogénio por 1 hora.

As leveduras Saccharomyces cerevisiae sao micro-organismos unicelulares com
ciclo eucarioto tipico e completo, e que possuem notavel semelhanca com as células dos
mamiferos, principalmente no que se refere a estruturas macromoleculares, organelas e
proteinas. (LIMA et al., 2007). Tém sido amplamente estudada, tornando-se ferramenta
importante nas pesquisas biomédicas em razéo da sua semelhanga genética, bioquimica
e funcional com mamiferos em vérios aspectos; bem como, questdes a respeito da
diviséo celular, diferenciacéo, transdugéo de sinais e metabolismo (PEREIRA, 2007).

O uso de leveduras como modelo de estudo, sob o ponto de vista genético e
metabodlico, esta relacionado com algumas propriedades particulares, que fazem com
gue a mesma torne-se apropriada para estudos biologicos; assim como, seu acelerado
crescimento, seguranca, por possuir um sistema genético bem definido e mais
expressivamente, o conhecimento da sequéncia completa do seu genoma (PEREIRA,
2007). Assim, é contribuinte a utilizacdo de leveduras como modelo de estudo, pois tem
dado um relevante apoio para a compreensdo de inGmeros mecanismos moleculares em

fase de investigacdo em células de mamiferos (FERREIRA, 2006).
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Os extratos que apresentaram melhores resultados foram submetidos aos ensaios
de danos na membrana plasmatica das células de levedura, com o objetivo de verificar
se ha uma protecao deste extrato sobre lipideos de membrana peroxidados pela acdo do

perdéxido de hidrogénio, corroborando os resultados de viabilidade celular.

Os niveis de peroxidacao lipidica das células sob estresse oxidativo (Figura 69)
aumentou em comparagdo com o controle utilizado na experiéncia. No entanto as
celulas sob estresse na presenca dos extratos EEP1 e EEP9 reduziram os niveis de
peroxidacdo lipidica. A diminui¢do aos danos na membrana lipidica causada por H,0,
se deve provavelmente por ligagcdo aos radicais livres durante o processo de oxidagao
intracelular. Entretanto os niveis de peroxidacdo de células expostas ao extrato EEP4
apresentaram resultados semelhantes aos de células expostas apenas ao peroxido.
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Figura 69 - A peroxidacdo lipidica foi medida em pmol de MDA (malonaldeido) pelo
método de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e seus resultados
expressos em porcentagem.

5.10 - Atividade antifungica

Na Tabela 32 estdo os resultados da avaliacdo a atividade antifingica de
extratos etanolicos (EEP) frente ao fungo Fusarium oxusporum. O método usado é o
por difusdo em agar e os tratamentos consistiram na adi¢do das solucBes de alcool de

cereais e propolis no meio nutritivo BDA, nas concentragdes de 0,5 mg mL™. Dois
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controles negativos foram preparados, um apenas com o meio nutritivo BDA e outro

com 12,5 pL mL™ de &lcool de cereais. Trés controles positivos foram preparados, com

adicdo direta dos fungicidas comerciais Manzate (mancozebe 20%),

Folicur

(tebuconazole 20%) e Cuprogarb 500 (equivalente em cobre metélico a 50%) ao meio

de cultura na concentracéo de 1 uL mL™.

Ap0s analise dos resultados apresentados na Tabela 32 e Figura 70, verificou-

se pequena diferenca significativa entre os controles negativos 1 e 2, ap6s 72 horas de

incubacdo. Observou-se que 0s controles positivos promoveram inibi¢ao do crescimento

micelial em 100, 66 e 30% respectivamente para os fungicidas comerciais Folicur,

Manzate e Cuprogarb.

Tabela 32 — Resultados da avaliacdo antimicrobiana dos extratos etandlicos de propolis.

Tratamento - Concentragdo ----- ~ -=------ Avaliacdo
Alcool Propolis Crescimento Inibigdo
(ML/mL) (mg/ mL) (cm?)
Controle (-) 1 - - 2952+ 3,10 -
Controle (-) 2 12,5 - 20,00+ 1,79 -
Controle (+) Folicur - - 0,00 + 0,00 100
Controle (+) Manzate - - 10,06 + 2,18 66
Controle (+) Cuprogarb - - 20,63+ 0,91 30
EEP1 125 0,5 6,00 + 0,74 70
EEP2 12,5 0,5 2,24 0,13 89
EEP3 125 0,5 2,63+ 0,17 87
EEP4 12,5 0,5 2,72 0,21 86
EEP5 12,5 0,5 331+ 0,41 17
EEP6 12,5 0,5 489+ 0,63 76
EEP7 12,5 0,5 10,37+ 0,89 48
EEPS8 12,5 0,5 1,98+ 0,11 90
EEP9 12,5 0,5 560+ 0,35 72
EEP10 12,5 0,5 456+ 0,34 77
EEP11 12,5 0,5 5,28 £ 0,49 74
EEP12 12,5 0,5 6,72 £ 1,00 66

Controle (+): concentra¢do final de 1 puL/mL de meio BDA. Crescimento: +
(0=0,05). Inibicdo: EEP 01-12 com base no controle (-) 2 e os controles (+) Folicur, Manzate e

Cuprogarb com base no controle (-) 1.

intervalo de confianca
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Os extratos de propolis EEP5 e EEP7 foram os que apresentaram menor
percentual de inibicdo, 17 e 48% respectivamente. Por outro lado os extratos EEPS,
EEP2, EEP3 e EEP4 foram os que promoveram maior inibicdo do crescimento micelial
de F. oxysporum, 90, 89, 87 e 86%, respectivamente (Tabela 32 e Figura 70).
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Figura 70 - Gréafico de inibicdo expresso em porcentagem da avaliacdo antifingica
com 0s extratos etanolicos de propolis.

De modo geral, os extratos de propolis apresentaram potencial fungitoxico
contra F. oxysporum. Com exce¢do do extrato EEP5, todos os demais extratos
promoveram inibicdo do crescimento micelial superiores aos fungicidas comerciais
Manzate e Cuprogarb (Figura 71)
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Figura 71 - Gréfico de crescimento (em cm?) da atividade antifungica com os extratos
de etandlicos de proépolis.

O interesse no estudo de possiveis fungicidas naturais que atuem nesta espécie
de fungo surge devido sua capacidade em causar doencas de importancia econémica na
planta hospedeira. Alguns tipos de F. oxysporum atacam importantes culturas de
tomate, banana, batata doce e péra (ALVES et al., 1986)

A utilizagdo de fungicidas sintéticos para o controle de deterioragdo dos
alimentos é desencorajada devido a sua alta toxicidade residual no alimento, a sua
degradacdo em longo prazo e outros efeitos secundarios em seres humanos.

Um dos principais problemas relacionados com a utilizagdo destes produtos
quimicos é que os fungos desenvolvem resisténcia. O uso de concentragcbes mais
elevadas para ultrapassar a resisténcia microbiana aumenta ainda mais o risco de
residuos toxicos em altos niveis nos produtos. Ao contrario, da utilizacdo de produtos
naturais para esta finalidade. Produtos de origem natural parecem ndo favorecer ao
desenvolvimento de resisténcia por parte dos agentes patogénicos. Isto € devido a
presenca de uma mistura de componentes que, aparentemente, tém diferentes
mecanismos de atividade antimicrobiana. Outro fator importante é que as substancias
bioldgicas sdo comparativamente biodegradaveis e a maioria desses produtos nédo

apresentam residuos toxicos a natureza.
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Semelhante ao presente trabalho, Curifuta et al. (2012) verificaram ampla
atividade do extrato etandlico de propolis contra diferentes fungos fitopatogénicos, entre
eles o Fusarium. Segundo Meneses et al. (2009) os extratos de prdpolis colombianos
apresentaram atividade antifungica contra os fungos fitopatogénicos Colletotrichum sp.
e Botryodiplodia sp.

Marini et al (2012) verificaram fungitoxicidade in vitro de extratos alcodlicos de
propolis sobre a esporulacdo e germinacdo de esporos, assim como 0 crescimento
micelial de Phakopsora euvitis, Pseudocercospora vitis e Elsinoe ampelina e os
resultados mostraram baixa atividade antifungica. Machado et al. (2015) néo
verificaram atividade antifungica do extrato etandlico de propolis contra os fungos

Lasiodiplodia theobromae e Colletotrichum gloesporioides.
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6 — CONCLUSOES

Com relacdo aos resultados obtidos para os extratos ocorreu alta variacdo para 0s
rendimentos (% m/m), no teor de fendlicos e flavonoides totais, na capacidade
antioxidante, de acordo com o solvente e a metodologia de extracdo, bem como na
concentracdo das substancias quantificadas. Isto sugere a importancia de se avaliar as
caracteristicas de todas as propolis estudadas visto que é uma matriz complexa e de
dificil padronizacéo.

A metodologia de extracdo que se mostrou mais eficiente para a obtencdo das
substancias bioativas no processo de extracdo foi aquela que utilizou maceragdo
dindmica (temeperatura ambiente por 48 horas) utilizando ambos solventes, etanol e
metanol). Apesar do metanol ser um bom solvente para a caracterizacao fitoquimica da
propolis, ele ndo é recomendado para o preparo de extratos com finalidade terpéutica,
por ser muito toxico para consumo humano.

Os extratos de propolis que apresentaram maiores teores em fendlicos e
flavonoides totais, nem sempre apresentam os maiores potenciais antioxidantes. O que
indica que ndo s a quantidade destas substancias presentes na propolis é importante,
mas principalmente, a eficiéncia que a estrutura quimica de tais substancias exercem nas
propriedades bioldgicas da propolis.

Os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos extratos de propolis (EEP,
EMP, EMSP e ECP) demostraram uma composi¢do quimica complexa, porém similar
entre as amostras analisadas. Foi possivel identificar e quantificar 19 substancias, entre
elas os acidos clorogénico, cafeico, fertlico, para-cumarico, sinépico, 2,3 dimetoxi-
benzoico, o é&cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (Artepillin C), acido 3-prenil-4-
hidroxicindmico (dupranina), 2,5 dimetoxi-benzoico e rosmarinico. Os flavonoides
hesperidina, naringenina, pinobanksina, acacetina, canferide, canferol, pinocembrina,
galangina, pinostrombina e tectocrisina e o aldeido vanilina. Cabe destacar que foi a
primeira vez que o &cido rosmarinico foi identificado em amostras de prépolis verde do
Rio de Janeiro.

Os extratos de propolis bruta e comercial, ambos da regido Sudeste,
apresentaram em sua maioria, o flavonoide canferide e o derivado de &cido cindmico

prenilado Artepillin C como substancias majoritarias.
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De forma geral, os extratos apresentaram um perfil quimico semelhante entre si,
apenas diferiram em relacdo aos teores das substancias quando quantificadas por
CLAE-DAD. Essas variagdes entre as amostras ja eram esperadas, considerando-se que
a diferenca entre os extratos de propolis pode esta relacionada com a Flora, estacdo do
ano e regido da coleta, bem como pode variar de acordo com a metodologia e solvente
empregado na extracdo da propolis. Os resultados obtidos neste estudo confirmam a
complexidade da composicdo quimica da propolis e nas caracteristicas dos seus
extratos, tornando esse produto de dificil homogenizacdo, mas um importante desafio
cientifico.

Todas as metodologias analiticas utilizadas bem como o método néo-
supervisionado de classificacdo (PCA), apesar de possuirem limitacdes, foram eficientes
para discriminarem os extratos de propolis. Dessa maneira, 0 método PCA se mostrou
uma ferramenta eficiente e pode ser utilizado para uma rapida distincdo entre as
amostras de regides de interesse, assegurando as caracteristicas fisico-quimicas destes
produtos, por estas estarem diretamente relacionadas com a fonte botanica utilizada
pelas abelhas para a producéo da prépolis, que variam de regido para regido.

A avaliacdo do estresse oxidativo sob S. cerevisiae demonstrou que 0s extratos
metanolicos e em acetato de etila de propolis verde, nas condicdes realizadas, nédo
apresentaram potencial antioxidante, apenas o0s extratos etandlicos foram mais
eficientes. O ensaio de inibi¢do da peroxidagéo lipidica, pelo método TBARS, indicou o
extrato etandlico de prépolis com significativa atividade antioxidante.

Os ensaios realizados com o fungo Fusarium oxysporum revelaram que todos 0s
extratos etandlicos de propolis verde in natura apresentam significativa atividade
fungicida. Estes resultados sugerem o uso de extratos de prépolis como uma alternativa
interessante no controle de fitopatdgenos, embora outros ensaios devam ser realizados,
testando-se novas concentracdes sobre o crescimento micelial do F. oxysporum, para se

estabelecer a concentracdo minima inibitoria.
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