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Resumo

A propolis € uma substancia de composi¢cdo complexa, de aspecto gomoso e
balsamico, rica em fendis e flavonoides. A crescente busca por produtos naturais
como alternativa aos medicamentos alopaticos, fez da propolis vermelha de
Alagoas um produto cobicado por muitos, devido a atividade biolégica
proveniente dos seus constituintes quimicos. Nesse sentido, o elevado consumo
desencadeou o aumento de produtores, assim como, desse produto no mercado,
dificultando o trabalho dos 6rgéos fiscalizadores. Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi realizar o controle de qualidade de extratos de propolis vermelha
comercializados em Maceio - AL, bem como, avaliar a atividade antimicrobiana
desses. Os extratos hidroalcodlicos de PV (A, B, C, D e E) foram adquiridos em
estabelecimentos que comercializam produtos naturais. O controle de qualidade
dos extratos foi realizado quanto aos aspectos organolépticos, teor de sélidos
sollveis e pH. O perfil fitoquimico foi avaliado por métodos colorimétricos
determinando fendis, flavonoides totais e atividade antioxidante pelos métodos
Folin-Ciocaulteau, cloreto de aluminio tal e radical DPPH, respectivamente. O
espectro de absorcdo (UV-vis) dos extratos foram obtidos na faixa de 200 a
500nn. A avaliacdo antimicrobiana foi avaliada frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli e Enterobacter cloacae. Pdde-se
notar que apenas trés, PVC, PCD e PVE estavam registradas, das quais
somente a PVE apresentou teor de extrato seco de 11 % de acordo com a
orientacdo do MAPA. Os pHs das amostras demonstraram variacao de 4,21 a
4,8. A determinacdo de fenois totais revelou quantidade 120,3 mgEAG.g* a
210,4 mgEAG.g*! para PVA e PVB, respectivamente. Para flavonoides totais
notou-se variacdo de 27,1 mgEQ.g?! a 118 mgEQ.g! para PVA e PVC,
respectivamente, estando de acordo com a legislagéo vigente. A determinacao
da atividade antioxidante revelou que na concentracédo de 1 ug/mL a PVA e PVE
nao apresentaram diferenca significativa entre si, inibindo somente 4,6 % + 2,20
% e 6,5 % * 0,62 %, respectivamente. Novamente a PVA obteve desempenho
inferior inibindo na concentracao de 40 pg/mL, apenas 65,4 % + 1,57 %. A PVC
demonstrou inibicdo de 50 % do radical DPP na concentracao de 13,18 pug/mL.
No espectro, as mostras apresentaram pico na faixa de 290 a 295 nm
correspondente aos flavonoides e fendis presentes nas estruturas dos
flavonoides. As menores concentragdes inibitérias minimas pertenceram a PVC,
PVD e PVE, onde inibiram E. coli e S. aureus em 15,625 pg/mL. Diante do
exposto, verifica-se que todas as amostras apresentaram bom desempenho,
tendo em vista que os valores estdo de acordo com o MAPA, mas destacou-se
das demais a PVE por ter sido a Unica com teor de extrato seco de 11 %, ter
apresentado bom desempenho em atividade antioxidade e por ter obtido a menor
CIM frente a mais de uma bactéria.

PALAVRAS CHAVES: controle de qualidade, propolis vermelha, compostos
fendlicos, atividade antioxidante, Escherichia coli.



Abstract

Propolis is a substance of complex composition, with a gummy and balsamic
aspect, rich in phenols and flavonoids. The growing search for natural products
as an alternative to allopathic medicines, made the red propolis from Alagoas a
product coveted by many, due to the biological activity derived from its chemical
constituents. In this sense, the high consumption triggered the increase of
producers, as well as, of this product in the market, hindering the work of the
inspection agencies. Thus, the objective of this work was to carry out the quality
control of red propolis extracts sold in Macei6 - AL, as well as to evaluate their
antimicrobial activity. The hydroalcoholic extracts of PV (A, B, C, D and E) were
purchased from establishments that sell natural products. The quality control of
the extracts was carried out in terms of organoleptic aspects, soluble solids
content and pH. The phytochemical profile was evaluated by colorimetric
methods determining phenols, total flavonoids and antioxidant activity by the
Folin-Ciocaulteau methods, aluminum chloride such and DPPH radical,
respectively. The absorption spectrum (UV-vis) of the extracts was obtained in
the range of 200 to 500nn. The antimicrobial evaluation was evaluated against
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeroginosa, Escherichia coli and Enterobacter cloacae. It was
noted that only three, PVC, PCD and PVE were registered, of which only PVE
had a dry extract content of 11% according to MAPA's guidance. The pHs of the
samples showed a variation from 4.21 to 4.8. The determination of total phenols
revealed an amount of 120.3 mgEAG.g-1 to 210.4 mgEAG.g-1 for PVA and PVB,
respectively. For total flavonoids, there was a variation from 27.1 mgEQ.g-1 to
118 mgEQ.g-1 for PVA and PVC, respectively, in accordance with current
legislation. The determination of antioxidant activity revealed that at a
concentration of 1 pg/mL, PVA and PVE did not show any significant difference
between themselves, inhibiting only 4.6% + 2.20% and 6.5% * 0.62%,
respectively. Again, the PVA obtained a lower performance, inhibiting the
concentration of 40 pg/mL, only 65.4% + 1.57%. PVC demonstrated 50%
inhibition of the DPP radical at a concentration of 13.18 pg/mL. In the spectrum,
the samples showed a peak in the range of 290 to 295 nm corresponding to the
flavonoids and phenols present in the structures of the flavonoids. The lowest
minimum inhibitory concentrations belonged to PVC, PVD and PVE, where they
inhibited E. coli and S. aureus by 15.625 pg/mL. In view of the above, it appears
that all samples performed well, considering that the values are in accordance
with MAPA, but PVE stood out from the others because it was the only one with
a dry extract content of 11 %, having performed well in antioxity activity and
having obtained the lowest MIC against more than one bacterium.

KEY WORDS: quality control, red propolis, phenolic compounds, antioxidant
activity, Escherichia coli.
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1. INTRODUCAO
A propolis € uma substancia quimica natural de composicéo complexa. E

produzida por diversas espécies de abelhas. A prépolis vermelha de alagoas
(PVA) foi classificada como a 132 propolis brasileira e a Ultima a ser descoberta.
E produzido pelas abelhas da espécie Apis melifera, e tem sua origem botanica
oriunda da Dalbergia ecastophyllum, dessa forma, € considerada um

opoterapico.

Alguns grupos quimicos encontrados nas propolis brasileiras, como os
fendis e flavonoides (antocianidinas, flavonas, flavondis, auronas, chalconas,
isoflavonas) sé@o responsaveis pelas atividades biolégicas. A PVA destaca-se por
possuir constituintes quimicos exclusivos das demais, do tipo isoflavona
(dihidroxiisoflavona, homopterocarpina, 4,7-dimethoxi-2-isoflavona e
medicarpina) que confere atividades biolégicas como: antioxidante, anticancer,
antifingica, antibacteriana, antiparasitaria. A presenca desses compostos a
torna diferente de todas as prépolis estudadas até o momento.

Nesse cenario, o uso da prépolis vermelha surge como alternativa
preventiva de terapias que utilizam medicamentos alopaticos, que na maioria das
vezes provocam efeitos colaterais. Dessa maneira, a torna um produto natural
emergente, com grande potencial medicinal, visto que lhes sdo atribuidas

propriedades bioativas e auséncia de problemas relacionados ao seu uso.

Nesse sentido, a sociedade contemporanea tem como predilecdo a
salde, e € justamente por essa razdo que tem sido mais frequente o interesse
em adotar o uso de produtos naturais associados a uma alimentacao saudavel
e equilibrada, visando acao preventiva e curativa (DIPIERRI, 2004; OMS, 2013
Apud REDONDO). No entanto, alguns produtos naturais sdo comercializados
sem registro junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), o que torna duvidosa a eficacia e seguranga, uma vez que controle de
qualidade de produtos naturais apresenta lacunas no ponto de vista quantitativo

para fiscalizagao.

Dessa forma, para a propolis, 0 mapa preconiza testes de controle de
qualidade: analises sensorias de aroma, sabor, cor, flavor; testes fisico-quimicos

como teor de umidade, solidos sollveis e pH; técnicas como espectrofotometria

14



UV (métodos para determinacao de fendis e flavonoides totais), percentual de

inibicdo do reagente , 2,2-difenil-1-picril-hidrazil - DPPH, e teste antimicrobiano.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho tem como finalidade a
realizacdo de perfil de qualidade e atividade antimicrobiana de extratos da
propolis vermelha de Alagoas comercializados em Maceio.
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil de qualidade de extratos da propolis vermelha comercializados

em Macei6 e acdo antimicrobiana.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Verificar se as embalagens e rotulagens estdo de acordo com a
legislacao.

Caracterizacéo organoléptica:

Cor, aroma, sabor, homogeneidade;

Caracterizacéo fisico-quimica:

Determinacéo do Potencial Hidrogenibnico — pH;

Determinacéo da perda de umidade em balanca por dessecacéao UV.
Perfil fitoquimico:

Espectro UV-vis;

Determinacéo do teor de fendis e flavonoides totais;

Atividade sequestrante do radical DPPH.

Atividade antimicrobiana dos EHPVASs
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.1. Propolis

A palavra propolis deriva do grego onde “pro” significa para ou em “prol”
e “polis” comunidade. Dessa forma, as abelhas a utilizam para proteger a
colmeia, reparar frestas e embalsamar invasores ou abelhas mortas (“Se nao é
possivel remover uma abelha morta de dentro da colmeia, as outras a
embalsamam para preservar a saude de todas”) (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO
NETO, 2002).

Desse modo, a propolis é considerada como uma mistura complexa,
formada por material resinoso e balsédmico coletado pelas abelhas dos ramos,
flores, polen, brotos e exsudatos de arvores. Além desses, na colmeia as abelhas
adicionam secrecgdes salivares e enzimas (FRANCO et al., 2000; PEREIRA et
al., 2002; apud LUSTOSA, 2008. Nesse sentido, € conceituada como a mais
importante "arma quimica" das abelhas contra os microrganismos e agentes
patogénicos (BANKOVA, 2005).

O uso da propolis é muito antigo, os primeiros relatos de sua utilizacédo
datam do antigo Egito e Mesopotamia. Seu emprego foi relatado no papiro de
Ebers, escrito em 1700 a.C. No antigo Egito era utilizada para embalsamar os
mortos no processo de mumificacdo (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011). Os
gregos e romanos a aplicavam em feridas e contusdes. Na Idade Média foi
utilizada como antisséptico e cicatrizante para o tratamento de feridas. Os Incas
a administravam como um agente antipirético (TORETI et al., 2013), infeccdes
de gargantas e enfermidades dentarios (FERRO, 2006 apud FRANCO, 2011). A
partir do século XVII a prépolis se tornou muito popular na Europa devido a sua
atividade antibacteriana (TORET]I et al., 2013). Na Africa do Sul, na guerra, ao
final do século XIX, foi amplamente utilizada devido as suas propriedades
cicatrizantes e na segunda guerra mundial foi empregada em varias clinicas
soviéticas (PEREIRA et al., 2002). No continente Europeu, América do Norte e
Oeste da Asia, a origem botanica dominante de prépolis é o exsudato do bot&o
de alamo (Populus sp.). Entretanto, na América do Sul, existe uma grande

diversidade vegetal que possibilita grande variedade de prépolis, de acordo com
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a fonte botanica consultada para extragdo da matéria prima (PARK et al, 2002;
LACERDA; TIVERON; ALENCAR, 2011).

Dessa forma, existem diversos tipos de prépolis brasileira, incluindo
propolis verde, propolis marrom, prépolis preta, prépolis amarela, prépolis
vermelha, e a geopropolis. Segundo KERR (1987), as abelhas da espécie
Melipona fasciculata Smith coleta material resinoso das plantas e traz para sua

colmeia, mistura com cera e barro ou terra, formando a geopropolis.

As prépolis brasileiras sdo diferenciadas pela cor, odor e consisténcia e,
suas caracteristicas estdo associadas a planta de origem e a espécie de abelha
produtora (Luz; Fraga, 2016). Ja foram identificadas algumas plantas que as
abelhas visitam para a producdo de propolis, como o0 assa-peixe (Vernonia
polyanthes), a aroeira (Schinus molle L.), o eucalipto (Eucalyptus) e o alecrim do
campo (Baccharis dracunculifolia), fonte botanica da propolis verde (CORDEIRO
et al., 2015). Sendo assim, os tons de propolis (Ver fig. 1) podem variar desde o
amarelo-esverdeado, passando pelo marrom-avermelhado ao negro
(KAWAKITA et al.,, 2015). De acordo com os autores PARK et al, (2000) e
COSTA et al, (2013) foi possivel classifica-las (Ver tab. 1) quanto ao grupo, cor,

substancias soluveis, origem e classes quimicas.

Figura 1. Amostra de propolis marrom (A), verde escura (B), verde seiva (C), laranja (D) e
marrom escura (E).

Fonte: FERREIRA 2015; apud SILVA, (2018).
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Tabela 1. Classificagdo da propolis brasileira quanto ao grupo, cor, substancias soluveis, origem e
classes quimicas.

Extrato Etanodlico de Propolis

Substéancias

Origem da

Grupos* Cor Solaveis (%) propolis Classes Quimicas Autor
Acido murénico, mirtenol, 1-
Sul do pais alfa terpineol, junipeno, 1-
Grupo 1 Amarelo 63 p transpinocarveol, verbenona, ALENCAR, (2002).
p (RS) p
viridiflorol,  spatulenol, (+)-
aromadendreno
: PARK et al., (2000);
Grupo 2 Castanho Claro 57 Sul cécic,pals - COSTAetal.,
(RS) (2013).
. PARK et al., (2000);
Grupo 3 Castanho Escuro 65 Sul id:(;pals - COSTAetal.,
(PR) (2013).
. PARK et al., (2000;
Grupo 4 Castanho Claro 54,5 Sul ('ja??pals - COSTAetal,,
(PR) (2013).
Acido oleico, acido linoleico, (Zolgi/l)'os-rl—al\jtlzalliet
Sul do pais palmitato, polifendlis, acido ' X
Grupo 5 Marrom esverdeado 58,7 (PR) cumé1_r_ico, flavonoides MA%LH '228846.3){3'”
artepilina C, (2016)
Esteres de &cidos graxos, PARK etal, (2000;
Grupo 6 avx;rg?r:g do 45,9 No;?;a?tBeA(;o anéis aromaticos, terpenoides COSTAetal.,
P e flavonoides (2013).
PARK et al., (2000;
Grupo 7 Marrom esverdeado 43,8 NorgestBeAdo - COSTAetal.,
pais (BA) (2013).
Nordeste do
pais PARK et al. (2000;
Grupo 8 Castanho Escuro 41,3 PE - COSTA etal.
(PE) (2013).
Nordeste do
Grupo 9 Amarelo 46,7 pais (PE) Hisperetina, acido cumarico ALENCAR, (2002).
Nordeste do < -
Grupo 10 Amarelo Escuro 24,1 pais (CE) Acido cumarico ALENCAR, (2002).
Nordeste do
Grupo 11 Amarelo 23,1 pais Apigenina, acido cumarico ALENCAR, 2002).
(PN
3-prenilcinamato  de  alila,
Sudeste do acidos fendlicos, nerolidol, NEGRI et al.,
Grupo 12 Ve:ed;/grtijgﬁa%rgom 61 pais germacreno-d, artepilina C,  (2003); SIMOES et
(SP) &cidos cumérico e ferdlico, al., (2004).
Acido p-cumarico, flavonodides
Flavonoides: pinocem-brina,
formononetima, rutina,
quercetina, dal-bergina,
dihidroxiisoflavona,
homopterocarp 4,7-dimethoxi-
2-isoflavona medicarpina; OTA et al. (2001);
acidos fendlicos (&cido DAU?SCF-; etal,
feltrico); isoflavonas: 2007);
Nordeste do (ZilrJ]i(I;(c))ZéiisoflavonaI\SO ONES aLencaretal,
Grupo 13 Vermelha - pais (AL, BA, h t A (2007);
PB, SE) omopterocarpina, SILVA et al, (2008);

medicarpina e 4’,7-dimethoxi-
2’- isoflavona); gutiferonas e
terpenos; Isoflavonoides:
formononetina, medicarpina,
vestitol, isoliquiritigenina e
daidzeina; galangina &cido
feniléster caféico

SIQUEIRA, (2008);
MENDONCA et al.,
(2015).

Fonte: Adaptado de PARK et al, (2000); COSTA et al, (2013).
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3.1.2. Composic¢do quimica

De modo geral, a prépolis contém 50 — 60% de resinas e balsamos, 30-
40% de ceras, 5-10% de Oleos essenciais, 5% de grdo de polen, além de
microelementos como aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés e
pequenas quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (Burdock, 1998; Woisky
et al., 1998 Park et al., 2002, apud LUSTOSA, 2008).

A literatura cientifica evidencia mais de trezentas substancias
identificadas em propolis: os flavonoides (galangina, crisina, tectocrisina,
pinocembrina, canferol e quercetina), além dos aldeidos aroméaticos (vanilina e
isovanilina), cumarinas, acidos fenolicos (ZHANG et al., 2014; SALGUEIRO,
CASTRO 2016), (4cido caféico, feralico, cindmico e cumarico), acidos organicos
(acido benzodico), acidos e ésteres alifaticos e aromaticos, acucares, alcodis,
acidos graxos, aminodcidos, esteroides, cetonas, chalconas e diidrochalconas,
terpenoides e proteinas (ROCHA et al., 2003; OZKUL et al., 2004; HU et al.,
2005; HAYACIBARA et al.,, 2005; apud LUSTOSA, 2008; SALGUEIRO,
CASTRO, 20186).

Os flavonoides (Ver fig. 2) sdo compostos presentes no reino vegetal, um
dos mais importantes grupos farmacolégicos encontrados no cha verde
(Camellia sinensis) e na prépolis, o seu percentual ira depender da regido onde
é coletada (VIEIRA, 2008; SOHRABI, DARABI, 2016). Segundo Ferreira et al.
(2008), os compostos fendlicos sao produtos organicos produzidos pelos
vegetais cujas funcdes estéo ligadas a protecédo contra fatores externos como
radiacdo, atagues de microorganismos, coloracdo em flores por exemplo, como
forma de atracéo de polinizadores e, dessa forma, ndo estao ligados as fungcbes
primérias das plantas, como: respiracdo, transporte de solutos, fotossintese,

entre outras funcdes

A atividade antioxidante é atribuida aos radicais fendlicos presente na
estrutura dos flavondides e, dessa forma, € uma das diversas propriedades
biologicas, as quais € caracteristica da propolis, (OLIVEIRA, ESPESCHIT,
PELUZIO, 2006), mas também, pode-se atribuir a esses compostos, outras

atividades, como: acdo anti-inflamatoria, antiviral, antibacteriana, antialérgica e
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vasodilatadora, que por sua vez, estdo associados a prevencdo de doencas

crdnicas, como o cancer e doencas cardiovasculares (BATISTA et al, 2012).

A estrutura quimica dos flavonéides esta baseada no nucleo flavilium, o
qual consiste de trés anéis fendlicos (Ver fig 2). O benzeno do primeiro anel é
condensado com o sexto carbono do terceiro anel, que na posi¢do 2 carrega um
grupo fenila como substituinte. O terceiro anel pode ser um pirano heterociclico,
gerando as estruturas basicas das leucoantocianinas e das antocianidinas,
denominado de nucleo flavana. Devido ao fato do terceiro anel apresentar-se
como uma pirona, ocorre a formacdo das flavonas, flavonois, flavanonas,
isoflavonas, chalconas e auronas, recebendo a denominac¢éo de nucleo 4-oxo-
flavondide (AHERNE, O’BRIEN, 2002).

Dependendo do numero, lugar e combinacdo dos grupamentos
participantes da molécula, os flavondides podem ser classificados em:
antocianidinas, flavonas, flavonadis, auronas, chalconas, isoflavonas, flavononas,
catequinas e dihidroflavonois (OLIVEIRA, ESPESCHIT, PELUZIO, (2006).

Figura 2. Estrutura quimica basica dos flavonoides e derivados.
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Fonte: SOHRABI, DARABI, (2016).

A vista disso, esses compostos quimicos sdo responsaveis por uma gama
de propriedades biolégicas, tais como: antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatoria, imunomodulatoria, hipotensiva, cicatrizante, anestésica, anticancer,
anti-HIV, anticariogénica, dentre outras (BATISTA et al, 2012).
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3.2. Atividades biologicas
3.2.1. Antioxidante

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de
retardar ou inibir a oxidagdo de substratos oxidaveis, podendo estes serem
enzimaticos ou nao enzimaticos, tais como: a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno,
ascorbato (vitamina C) e os compostos fendlicos (flavonoides) (HALIWELL,
2001; SOUSA et al., 2007).

O consumo de antioxidantes naturais, como o0s compostos fendlicos
presentes na maioria das plantas que inibem a formacdo de radicais livres,
também chamados de substancias reativas, tem sido associado a uma menor

incidéncia de doencas relacionadas com o estresse oxidativo (DROGE, 2002).

Os radicais livres sao formados espontaneamente por processos
metabdlicos no nosso organismo em quantidades moderadas, porém, a
producdo em excesso resulta no estresse oxidativo e consequente dano
potencial. O detrimento oxidativo das biomoléculas esta relacionado com
surgimento de patologias, tais como: doencgas cronicas neurodegenerativas,
cardiovasculares e cancer (WISEMAN et al.,, 2001; LIAO et al., 2001;
JAVANMARDI et al., 2002; LU & YEAP, 2002; KIM et al., 2003; MENDEL &
YOUDIM, 2004).

Portanto, sabendo que os Flavonoides sdo relatados como os mais
abundantes e efetivos antioxidantes nos diversos tipos propolis, é possivel fazer
uma correlacdo entre o alto conteddo de flavondides totais e compostos fendlicos
e a atividade anti-radicais livres em extratos de propolis, sobretudo, na prépolis
vermelha de Alagoas (AHN et al., 2007).

Nesse contexto, a atividade antioxidante dos fendis esta intimamente
ligada as suas propriedades de oxirreducéo, que permitem agirem como agentes
redutores, doadores de hidrogénio e eliminadores de oxigénio singlete (SOUSA
et al., 2007; GUERRA, 2001).
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3.2.2. Anti-inflamato6ria

A atividade anti-inflamatoria observada na prépolis parece ser devida a
presenca de flavonoides, especialmente galangina. Este flavonoide apresenta
atividade inibitoria contra a ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase. Tem sido
relatado também que o acido feniléster caféico, possui atividade anti-inflamatoria
por inibir a liberacéo de acido araquidénico da membrana celular, suprimindo as
atividades das enzimas COX-1 e COX-2 (BORRELLI et al., 2002).

A propolis tem demonstrado acédo anti-inflamatoria também por inibir a
sintese das prostaglandinas, ativar a glandula timo, auxiliando o sistema imune
pela promocdo da atividade fagocitica e estimulando a imunidade celular
(KOSALEC et al., 2005).

3.2.3. Antimicrobiana

Estudos apontam que a propolis (ou os seus derivados) apresenta
toxicidade contra células procariotas, bactérias gram-positivas (AZEVEDO et al.,
1986; KUJUMGIEV et al., 1999; REIS et al., 2000; FERNANDES JUNIOR et al.,
2005; KHALIL, 2006 apud JUNIOR et al., 2012).

Em estudo realizado, amostras de propolis vermelha brasileira da regido
Nordeste apresentaram atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Streptococcus mutans (UA 159), bem como, o extrato etandlico
na concentracdo de 1%, inibiu também os microrganismos Proteus vulgaris,
Proteus mirabilis, Shigela flexneri, o que demonstra uma maior atividade da
prépolis vermelha da regido alagoana (DAUGSCH et al. 2007; ALENCAR et al.
2007).

Entretanto, ndo se tem dados que respondam o porqué desta menor
atividade dos extratos de prépolis contra bactérias Gram-negativas. Estas
bactérias possuem uma parede celular qguimicamente mais complexa e um teor

lipidico maior, o que pode explicar essa maior resisténcia (VARGAS et al., 2004).

O mecanismo de atividade antibacteriana da prépolis € considerado
complexo e pode ser atribuido ao sinergismo entre flavonoides, hidroxiacidos e
sesquiterpenos, no entanto, 0 mecanismo ainda néo foi bem elucidado (KROL et
al.,1993 apud JUNIOR et al, 2006).

23



3.2.4. Cicatrizante

Quando ingeridos, os flavonoides e acidos fendlicos interferem em alguns
processos fisiologicos do organismo, como a absorcao de ferro e de vitaminas,
e estimulam a cicatrizacéo tissular, e, além disso, possuem acéo regenerativa
de cartilagens e ossos (ARVOUET-GRAND et al., 1994; CHEN; ZANG; XIE,
2005; MENEZES, 2005; FERNANDES JUNIOR et al., 2006 apud VIEIRA, 2008).

Foi demonstrado que os ferimentos tratados com prépolis apresentaram
menos inflamacdo e mais rapida cicatrizacdo do que aqueles tratados com
sulfadiazina de prata (GREGORY et al., 2002).

3.2.5. Imunomodulatéria

Sy et al. (2006) evidenciaram que o tratamento com extrato de prépolis
atenua as inflamacdes das vias aéreas em ratos, provavelmente por sua
habilidade em modular a producédo de citocina. Sendo assim, seria um novo
agente no tratamento da asma. Assim como também, ORSOLIC et al. (2004)
ratificaram que derivados hidrossollveis de prépolis, acido caféico, éster feniletil
do acido caféico e quercetina poderiam ser extremamente Uteis no controle do

crescimento tumoral em modelos experimentais.

Portanto, nos ultimos anos muitos estudos tém demonstrado a atividade
da prépolis no sistema imunolégico (ativando macrofagos, aumentando a
atividade litica contra células tumorais, estimulando anticorpos, etc) como
apresentado numa extensa revisao realizada por SFORCIN, (2000), todavia, cita
que 0s mecanismos envolvidos na quimioprevencdo ainda nao sao

completamente conhecidos.

3.2.6. Antiparasitaria

Os estudos envolvem a prépolis coletada em apiarios dos Estados de
Sergipe, Pernambuco e Alagoas, entre os anos de 2007 e 2018 e tratam-se em
sua maioria de estudos in vitro. DANTAS et al.,, (2006). Os estudos séao
direcionados a atividade antiprotozodria, mais especificamente aos causadores
da leishmaniose (Leishmania braziliensis, L. amazonensis, L. infantum, e L. i.
chagasi) e da doenca de Chagas (Trypanosoma cruzi) e um estudo relatou
atividade contra o Trichomonas vaginalis (MERGULHAO, 2019).
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O extrato etanolico de propolis vermelha de Alagoas (EEPV, continha alta
concentracdo de compostos prenilados e benzofendnicos, e dessa forma foi o
extrato mais ativo contra a Leishmania amazonensis, quando comparado aos
extato etanolico de prépolis verde do Estado. Estudo realizado sugere que os
constituintes da prépolis intensificam o mecanismo de ativacdo macrofagica,
levando a morte de L. amazonensis, e ndo por uma acao direta sobre a
viabilidade do parasito (AYRES, MARCUCCI, GIORGIO, 2007).

De forma oposta, o extrato hidroalcodlico de propolis verde do estado de
Sergipe apresentou efeito direto sobre a viabilidade das promastigotas da L.
amazonensis e valor de ICsode 9,73 pg/mL (apos 24 horas). Os marcadores da
prépolis vermelha de Sergipe foram as isoflavonas, formononetina, biochanina -
A, daidzeina - 22 e pinocembrina, o que pode explicar os diferentes resultados

entre prépolis de um mesmo tipo (ARAUJO et al., 2018).

3.3. Classificacédo das prépolis brasileiras
Diversos tipos de propolis brasileiras (proépolis verde, prépolis marrom,

propolis preta, propolis amarela e vermelha, descoberta recentemente) foram
catalogadas e subdivididas em 13 grupos, de acordo com a transicao de

tonalidade, odor e consisténcia.

e A prépolis verde provém de apices vegetativos da planta Baccharis
Dracunculifolia (alecrim-do-campo) (BASTOS; OLIVEIRA, 2000);

e A propolis marrom pode ser encontrada nas regides
Sul,Sudeste e Nordeste do Brasil. Possui atividade
antimicrobiana e antioxidante e é oriunda das plantas de
origem botanica “alecrim-do-campo” (B. dracunculifolia) e “assa-
peixe” (Vernonia polyanthes) (HEIMBACH et al. 2016);

e A propolis preta é fabricada pelas abelhas a partir de resina
coletada da planta denominada Jurema Preta (Mimosa Hostilis
benth) (SILVA et. al, 2012);

e A propolis amarela é comum no Mato Grosso do Sul, em geral
possui baixos teores de compostos fenolicos e flavonoides
(substancias responsaveis pelas principais propriedades
atribuidas a propolis) (ALENCAR, 2002).
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e A prépolis vermelha deriva de exsudados resinosos da planta
Dalbergia ecastophyllum (rabo-de-bugio) (OLIVEIRA; BASTOS,
1998; SILVA et al., 2008);

3.3.1 Propolis Verde

A propolis do arbusto alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia),
conhecida também como prépolis verde (Ver tab. 1) pertencente ao grupo 12, é
produzida dos apices vegetativos desta planta que é invasora da flora nativa em
varias regides do Brasil (BASTOS; OLIVEIRA, 2000).

A coloracéo da propolis verde esta relacionada a presenca de clorofila
coletada pelas abelhas em tecidos jovens de B. dracunculifolia, a qual é uma
espécie pertencente a familia Asteraceae, sendo encontrada no Brasil (Sul,
Sudeste e nordeste) (FUKUDA et al., 2006).

Ferreira e colaboradores (2017) descobriram
recentemente no Rio Grande do Norte, um tipo de prépolis que
possui alto teor de flavonoides e substancias fendlicas (flavonois
e chalconas). Trata-se de um tipo de propolis verde de aroma e
composicado quimica caracteristica, que a difere das demais
prépolis verdes encontradas nas regides sul, sudeste e nordeste
do pais. Andlises revelaram uma semelhanca entre o perfil
quimico dessa prépolis com as de origem botanica advinda dos

apices de jurema-preta (Mimosa tenuiflora).

A propolis verde brasileira, produzida em S&do Paulo e Minas Gerais é
constituida de mono e sesquiterpenos, bem como, derivados prenilados do acido
p-cumarico e possui grande quantidade de flavonoides, muitos dos quais ndo
estdo presentes em propolis da Europa, América do Norte e Asia (SIMOES et
al., 2004; SALATINO et al., 2005).

Além disso, artepilina C, baccharina e drupanina, acidos cumarico e
fertlico, bem como os flavonoides pinobanksina, isosakuretina e kaempferideo
também foram identificados em prépolis verde (SIMOES et al., 2004). Sendo,
portanto, atribuida a propolis desse grupo a capacidade de inibir o crescimento
de microrganismos, destacando-se como a atividade farmacolégica mais

conhecida popularmente e comprovada cientificamente (BASTOS et al., 2011).
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Esse tipo de propolis possui um marcador quimico (Ver fig. 3) 3-
prenilcinamato de alila, que por sua vez foi isolado do extrato cloroférmico da
propolis verde e se trata do composto majoritario, além do nerolidol e o
germacreno-d (NEGRI et al., 2003)

Figura 3. Estrutura do 3-prenilcinamato de alila.

Fonte: NEGRI et al., (2003)

3.3.2 Propolis Marrom

A prépolis marrom, pertencente aos grupos 5, 6, 7 e 12 (Ver tab. 1), € a
mais comum produzida e estudada em outros paises, porém, a brasileira com
essa tonalidade é a menos estudada. Esta, contém elevada concentracdo de
acidos graxos como acido oleico, acido linoleico, palmitato, estearato, e também
compostos polifendlicos, principalmente derivados do acido cumarico, cinamico
e flavonoides (CASTRO et al., 2009).

Machado et al., (2016) destaca (Ver fig. 4) a estrutura quimica dos principais
marcadores da propolis marrom proveniente do Parand e Santa Catarina,
evidenciando a artepilina C e acido cumarico, porém em nesse tipo de propolis
as concentracdes desses compostos foram encontrados em percentual inferior

do que as observadas em proépolis verde.

Os primeiros relatos da determinacao desta substancia como biomarcador
da propolis brasileira foram publicados por 12 pesquisadores japoneses, sendo
gue nestes estudos a artepilina C foi identificada como o principal composto

bioativo e responsavel pelas atividades antitumoral, antiviral, anti-inflamatoria e
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antifingica (KIMOTO et al., 2001; SHIMIZU et al., 2004). Além disso, esta

substancia possui atividade analgésica e antioxidante (PAULINO et al., 2008).

Figura 4. Estruturas quimicas de importantes constituintes da propolis marrom brasileira.
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Fonte: MACHADO et al., (2016).

3.3.3 Propolis Preta

Considerada uma arvore arbustiva pertencente a familia Fabaceae, da
ordem das Fabales tipica da caatinga, a jurema, ocorre praticamente em quase
todo Nordeste brasileiro (SILVA et. al, 2012). Em virtude do clima nordestino,
esse arbusto flora quase todo o ano facilitando sua exploracdo com a producéo
da prépolis. Por sua vez, a literatura oferece raros relatos de suas propriedades
farmacoldgicas exploradas, e em especial com a prépolis preta, proveniente da
Jurema preta (ARAUJO et al., 2008; SILVA, 2012).

Portanto, a propolis preta € fabricada a partir da resina da planta
denominada Jurema Preta (Mimosa Hostilis benth). E uma éarvore presente
praticamente em quase todo nordeste brasileiro. A literatura cientifica evidencia

poucos relatos sobre esse tipo de prépolis (APIS BRASIL, 2018).

Os compostos quimicos que apresentaram maiores concentracdes na
prépolis preta na foram o acido 3,4-dihidroxibenzoico (Ver fig. 5) (14,19 mg/mL),
a Rutina (12,71 mg/mL), o acido transcinamico (6,25 mg/mL), sendo esses

responsaveis por atividade antioxidante e antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 5. Estrutura quimica do acido 3,4-dihidroxibenzoico, componente majoritario da propolis
preta.
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Fonte: (OLIVEIRA et al., 2016).

Também foram detectadas presencas de compostos flavanoides tais
como: a miricetina, kaempferol, quercetina, crisina e naringerina, as quais atuam
como a captura/eliminacdo de radicais livres, quelacdo de metais e inibicao da
peroxidacao lipidica, que séo responsaveis pelos danos oxidativos de lipideos,
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos, sendo consideradas agentes
antioxidantes (BACH, 2017).

3.3.4 Prépolis Amarela

A proépolis amarela classificada como propolis dos grupos 1, 9, 10, 11
(Ver tab. 1) é comum no Mato Grosso do Sul e, em geral possui baixos teores
de compostos fendlicos e flavonoides (substancias responsaveis pelas

principais propriedades atribuidas a propolis) (APIS BRASIL, 2018)

Segundo ALENCAR (2002), na propolis amarela do grupo 1 nao foi
identificado nenhum flavonoide, e as prépolis amarelas dos grupos 9, 10 e 11
apresentaram poucos compostos fenodlicos e, os teores encontrados nao
excederam 1,2 mg/g. A prépolis amarela do grupo 1 apresentou varios
terpendides (Ver fig. 6) na sua composicédo, como por exemplo acido mirtenol, 1-
alfa terpineol, verbenona, viridiflorol, spatulenol, (+)- aromadendreno, além de
acido murdnico, junipeno e 1-trans-pinocarveol, gue ndo foram encontrados em
nenhum outro grupo de propolis (ALENCAR, 2002). Silva, (2016) e
colaboradores identificaram também triterpendides, principalmente lupeol e (G-

amirina.
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Figura 6. Estrutura quimica do mirtenol (A), alfa-terpineol (B), 1-trans-pinocarveol (C),
verbenona (D), viridiflorol (E), spatulenol (F), (+) -aromadendreno (G).
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Fonte: BARRERA et al., (2008); BHATIA et al., (2008); SOUZA et al., (2011).

KOLC, (2014) encontrou na propolis amarela do Mato Grosso do Sul,
baixos teores de compostos fendlicos e flavonoides, estando em correlagdo com
0 que APIS BRASIL, (2018).

3.3.5 Propolis vermelha

A propolis vermelha de Alagoas é matéria-prima comum produzida pelas
abelhas da espécie Apis melifera. E encontrada em areas de mangue em
Alagoas, Brasil, e a principal fonte botanica é o rabo de bugio (Dalbergia
ecastophyllum). De acordo com a classificacdo brasileira da prépolis, a PVAL é
classificada como pertencente ao 13° grupo e pode ser diferenciada das demais
propolis, devido a presenca de compostos fendlicos como: isofavonas,
chalconas, isofavonas, pterocarpanos, terpenos, benzofenonas polipreniladas
(guttiferonas), taninos condensados, e outros (NASCIMENTO et al, 2018)

O exsudato extraido (Ver fig. 7) pelas abelhas é usado na producdo da
propolis vermelha de Alagoas. Destaca-se por ser uma espécie bastante
eficiente na polinizagdo das plantas e na elaboragéo de mel, geleia real, cera e
prépolis. De cada colmeia pode-se coletar entre 100 a 300 gramas de prépolis
por ano (PEREIRA et al, 2003 apud SILVA, 2017).

Figura 7.

30



Figura 7. Dalbergia ecastophyllum, Inflorescéncia panicula, multiflora (A); Apis melifera
coletando exsudato (B) e (C); Apis melifera vendando frestas da colmeia (D); Prépolis bruta (E).
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Fonte: autor, 2020.

A propolis é considerada um opoterdpico, que significa medicamento
obtido a partir de glandulas, 6rgaos, tecidos e secrecfes de animais (PORTILHO
et al., 2013), e por sua vez é produzida pelas abelhas ap6s o exsudato da flora
local ser extraido e passar por processos bioquimicos em sua saliva. E
importante nessa populacdo para fechar frestas na finalidade de manter o
ambiente hermeticamente fechado, proteger da entrada de calor e umidade,
impedir a entrada de insetos, inibir atividades microbioldgicas internamente na
cupula onde as larvas sdo depositadas e externamente na porta de entrada,

mantendo um ambiente asséptico.

Com relacéo a solubilidade, a prépolis vermelha de alagoas € insoluvel
em agua e parcialmente solivel em acetona, alcool, amoniaco, cloroférmio, éter,
benzeno e tricloroetileno (SILVA, CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA, AGUIAR,
2015).

Sendo assim, as substancias extraidas e frequentemente encontradas na
propolis sdo os flavonoides, os acidos fendlicos e seus ésteres. Os flavonoides
sdo considerados um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios das
plantas e sua principal fungcdo é proteger esses organismos contra agentes
oxidantes. Podem ser divididos em seis classes: flavonas (ex. luteolina),
flavanonas (ex. naringenina), isoflavonas (ex. daidzeina), flavonois (ex.
quercetina), flavanois ou catequinas (ex. epicatequina) e antocianinas (ex.
cianina) (AHERNE; O'BRIEN, 2002).
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A prépolis vermelha do estado de Alagoas in natura apresenta coloracéo
avermelhada, sabor balsdmico, aroma anis-adocicado, é rigida em temperatura

abaixo dos 20°C, e consistente maleavel entre 20 a 40°C.

Sua composi¢do quimica € distinta de outras propolis estudadas até o
momento. Foram isolados e identificados varios compostos, sendo que alguns
deles sdo unicos que a diferencia das demais propolis (RIBEIRO et al, 2004).
MENDONCA e colaboradores (2015) isolaram alguns isoflavonoides exclusivos
da propolis vermelha de Alagoas: formononetina, medicarpina, vestitol,
isoliquiritigenina e daidzeina. Além desses, OTA et al. (2001); ALENCAR et al.,
(2007) indentificaram mais 3 flavondides do tipo isoflavona: dihidroxiisoflavona,
homopterocarpina e 4,7-dimethoxi-2-isoflavona, como também a medicarpina,
gue possuem propriedades antioxidante, anticancer e antibacteriariana, contra
Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus, bem como, acdo antifungica
contra Candida albicans e outras espécies do género Candida. Devido as
propriedades farmacoldgicas supracitadas, também possui acdo contra
parasitas, virus, além de ser imunomodulatéria e hipotensiva (LUSTOSA et al.,
2008), essas atividades biolégicas sao atribuidas principalmente aos

isoflavonéides, acidos fendlicos, gutiferonas e terpenos (LOPEZ et al., 2014).
3.4. Delimitacéo geogréafica da Propolis Vermelha de Alagoas
3.4.1. Historia

Desde a década de 90, as propriedades quimicas da propolis vermelha dos
Manguezais de Alagoas comecaram a ganhar destaque nas bancadas cientificas
do Brasil. A Unido dos Produtores de Propolis Vermelha do Estado de Alagoas
foi constituida recentemente, no ano de 2010, para a protecdo e gestao deste

importante patriménio, a Denominacgao de Origem (SEBRAE, 2016).

3.4.2. Territério

Os Manguezais de Alagoas localizam-se na regido litoranea e lagunar do
estado de Alagoas. Banhados pelo Oceano Atlantico, os manguezais possuem
um clima tropical tmido, sem grandes oscila¢des térmicas ao longo do ano, com
periodos chuvosos no outono e inverno, e secos na primavera e verdo. Possuem

um tipo de vegetacdo arboreo-arbustiva que se desenvolve nos solos lamosos
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dos rios tropicais e subtropicais, huma zona de transicdo entre os habitats de
agua doce e salgada. Dentre as atividades sustentaveis pela populacdo das
zonas costeiras e ribeirinhas esta a apicultura. A criacdo de abelhas favorece o
equilibrio biolégico dos ecossistemas, através da polinizacdo, minimizando o
impacto ambiental (SEBRAE, 2016).

3.4.3. Beneficios

O acompanhamento técnico para o aumento da producdo, as acdes
trabalhadas coletivamente e o uso de ferramentas gerenciais trazem para a
prépolis vermelha possibilidades de ampliar o seu comércio. A regido dos
Manguezais de Alagoas representa um ecossistema fundamental para a
estabilidade da geomorfologia costeira, a conservacdo da biodiversidade e a
manutencdo de amplos recursos pesqueiros. Trata-se de um patrimonio

ambiental, cultural, econémico e social de alta relevancia (SEBRAE, 2016).

3.4.4. Indicacao Geogréafica da Propolis Vermelha de Alagoas

Segundo GEBRIM (2011) a fun¢éo da Indicagdo Geografica é proteger o
produtor da concorréncia desleal, usurpagéo do nome do produto, garantindo ao
consumidor a procedéncia e qualidade, preconizando, assim, que a indicacao
geografica é a indicacdo de um produto ou servico como originario de um local,
regido ou pais, quando determinada reputacdo, caracteristica e/ou qualidade

possam ser vinculadas essencialmente a essa sua origem particular.

A Propolis Vermelha de Alagoas obteve indicacao geografica (Ver tab. 2)
em 17/07/2012, na qual sua exclusividade € restrita as areas localizadas nos
municipios do litoral, proximos a complexos estuarinos lagunares e manguezais

no estado de Alagoas. Esta registrada sob niumero 1G201101.

33



Tabela 2. Indicacéo geogréfica da Prépolis vermelha de Alagoas.

DADOS TECNICOS

Namero IG201101

Nome .

Geografico Manguezais de Alagoas

UF Alagoas

Requerente  Unido dos Produtores de Prépolis Vermelha do Estado de Alagoas
Produto Propolis vermelha e extrato de prépolis vermelha

Data do

Registro 17/07/2012

A area geografica localiza-se nos municipios do litoral e complexo estuarino

Delimitacdo lagunar, no estado de Alagoas

Fonte: SEBRAE, 2016.

3.5. Produtos Naturais
O uso de produtos naturais pelo ser humano é tdo antigo quanto a origem

das civilizacbes, sendo encontrado em todas as populacdes, em todos 0s grupos
étnicos conhecidos. No inicio dos tempos, a fitoterapia representava a principal
forma terapéutica conhecida e a partir dela, foram descobertos diversos
medicamentos usados na medicina tradicional (MARTINS et al., 2003).

Sob essa perspectiva, o Brasil, por ser um pais de dimensé&o continental,
a grandeza de seu litoral e flora, o faz detentor da maior floresta equatorial e
tropical umida do planeta, sendo assim, ndo pode abdicar de sua capacidade
para os produtos naturais. A quimica de produtos naturais €, dentro da quimica
brasileira, a area mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior
namero de pesquisadores (SILVA, BOLZAN, 2002).

Desta forma, nas ultimas décadas tém registrado um crescimento do
interesse nos produtos sob o rétulo de “naturais” e no caso da biodiversidade,
ela ganha valor estratégico sobre 0s seus possiveis usos em diversos
segmentos. Mediante essa tendéncia, cresce no mundo e, principalmente, nos
paises europeus, um mercado consumidor cada vez mais adepto das
campanhas do chamado “consumo verde”, isto €, dos produtos elaborados com
base em ativos naturais (MIGUEL, 2011).

Em virtude disso, a expansdo do consumo de produtos desenvolvidos
com bases naturais vai de encontro com valores da sociedade contemporéanea
e que estédo relacionados a qualidade de vida, a beleza e ao bem-estar, onde a

salde, a estética, a juventude e a aparéncia saudavel poderiam, dentre outros
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fatores, serem obtidas a partir do uso de ingredientes e formulacbes da
“natureza” (MIGUEL, 2011).

Essa classe de produtos tem sido utilizada como instrumento cientifico
para a descoberta de novas drogas, as quais sdo utilizadas como agentes
inovadores na terapéutica de doencgas de alta prevaléncia e morbidade como
infeccdes, canceres, imunodeficiéncias (CLARDY, WALSH, 2004).

No entanto, o consumo de plantas medicinais no Brasil tem por
caracteristica o uso empirico e a auséncia de comprovacgao adequada das acdes
farmacoldgicas por preparacdes produzidas pelos curandeiros, comerciantes e
usuarios. Além do que, outros fatores como: intoxicacdo, reacfes alérgicas,
ineficAcia no tratamento, podem ser relacionados ao uso inadequado dessas
plantas. Também essas probleméticas podem estar associadas ao erro na
identificacdo das espécies consumidas ou a forma como sdo cultivadas,

colhidas, armazenadas, conservadas ou preparadas (COELHO, JUNIOR, 2015).

3.5.1. Propolis um produto natural emergente

Ao longo da histéria, o homem aprendeu a utilizar os produtos naturais na
medicina. Das varias formas de utilizagdo destacam-se as plantas brutas (ex.:
ervas) além das tradicionais preparacdes Galénicas (ex.. extratos). Um dos
muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela humanidade foi a
propolis administrada sob diversas formas, e nos dias de hoje, destaca-se como
a principal forma de consumo, o extrato hidroalcodlico (CASTALDO, CAPASSO,
2002; PEREIRA, SEIXAS, NETO, 2002).

Nesse ambito, o produto natural, por possuir uma composi¢cao heterogénea
de substéancias ativas, vem sendo estudado e tem apresentado resultados
promissores. A crescente busca de novas alternativas para o controle e
tratamento de diferentes infeccbes é justificada por uma série de problemas
relacionados a multirresisténcia, que é resultado do uso indiscriminado e abusivo
de antimicrobianos (SILVA et al., 2007). Associado a isso, a populacao se sente
mais segura, por se tratar de uma matéria prima totalmente natural com
potencias terapéuticos preventivos, curativos e nutricionais; tendo em vista que

além da atividade farmacolégica, possui uma gama de nutrientes. Portanto, nos
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altimos anos, a literatura cientifica vem relatando as propriedades

farmacoldgicas da propolis e, dessa forma, reafirmando sua efic4cia.

Diante desses fatos, a propolis vermelha de Alagoas (PVA) comercializada
na forma de extrato etanolico surge com alto potencial na area de produtos
naturais, devido sua composi¢cao quimica exclusiva, que se deve primariamente
a fonte botanica local, Dalbergia ecastophyllum, e, portanto, o faz uma mistura
Gnica. Portanto, o cenario para essa tintura e o uso como produto natural é
favoravel, tendo em vista as propriedades farmacologicas que lhes sé&o
atribuidas e auséncias de problemas relacionados decorrentes de sua
administracdo, além da facilidade que essa forma farmacéutica (extrato)
proporciona, tendo em vista que pode ser incorporado em sucos, café, cha, mel,
etc. Entretanto, o seu uso diretamente por via oral, se torna inadequado por se

tratar de um extrato de veiculo alcodlico, que o torna irritante da mucosa oral.

Sob essa perspectiva, por se tratar de um extrato natural a base de alcool,
0s produtores devem assegurar teores minimos de seus constituistes ativos.
Nesse contexto, sdo necessarios testes de controle de qualidade (Ver tab. 3)

para que se possa comprovar a eficacia.

3.5.2 Controle de qualidade de produtos naturais

Segundo o ministério da agricultura e abastecimento, portaria n® 368, de 04
de setembro de 1997 sujeito a resolugdo MERCOSUL GMC, n° 80/96, aprovou
o regulamento técnico sobre as condic¢des higiénico-sanitarias e de boas préticas
de fabricacdo para estabelecimentos elaboradores ou industrializadores de
alimentos. O regulamento técnico aprovado por esta portaria, esta disponivel na
coordenacdo de informacdo documental agricola, da secretaria do
desenvolvimento rural do ministério da agricultura e do abastecimento (MAPA,
1997).

Nesse sentido, alguns testes de controle de qualidade sdo necessarios,
tendo em vista a sensibilidade e a confiabilidade que a técnica oferece. A
cromatografia em camada delgada é o método mais comum de analise,
principalmente antes da implementacdo dos métodos de cromatografia liquida
de alta eficiéncia- CLAE e cromatografia gasosa-GC, por ser facil, versatil, rapido

e sensivel para uma caracterizacdo prévia dos constituintes de uma droga
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vegetal, proporcionando analise qualitativa e semi-quantitativa, indicando uma
possivel adulteracdo (MUKHERJEE, 2002; FAMEI et al., 2006).

3.5.2.1. Cromatografia gasosa

O meétodo de cromatografia gasosa torna mais precisa a identificacdo de
compostos volateis e, portanto, se limita a amostras com essa caracteristica.
Permite a quantificacdo e a verificagdo de mudancas na composicédo do 6leo
essencial, por exemplo que podem ser causadas por oxidacao, acédo de enzimas
ou fermentacdo microbiana, levando a compostos sem atividades ou toxicos
(LIANG et al., 2004). A técnica de GC apresenta-se com relativa facilidade de
manipulacdo e permite ampla andlise de diferentes compostos. A analise por
CLAE deve considerar a necessidade de condicfes étimas de separacao, o que
depende da fase movel utilizada, pH, pressdo da bomba, preparo da amostra etc
(SANYAL et al., 2003; THANAWIROON, LINHARDT, 2003; LIANG et al., 2004).

3.5.2.2. Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (CLAE-MS) é um método moderno, rapido e sensivel. Permite avaliar os
perfis quimicos das amostras e determinar sua composicdo qualitativamente,
mesmo sem padrdes, comparando os espectros de massas (MS/MS) dos
componentes das amostras com informagBes na literatura. Portanto é a
ferramenta mais adequada (padrdo ouro) para a avaliagdo da composicédo de

matrizes complexas como a propolis (LOPEZ, 2014).

A composicdo da propolis esta diretamente relacionada com as suas
atividades biologicas e varia segundo a origem geogréfica e vegetal. Nesse
contexto, € importante avaliar e quantificar os constituintes quimicos desse
produto natural, que por sua vez Ihes séo atribuidas atividades biolégicas, como
atividade antioxidante, antimicrobiana, entre outras; e avaliar a influéncia da

composicao sobre a presenca/auséncia destas atividades (LOPEZ, 2014).

3.5.2.3. Espectrofotometria por UV-Vis

O acoplamento de espectrofotometria por ultravioleta-visivel,

infravermelho, espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear a
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estas técnicas, torna 0s meétodos mais eficientes, bem como, fornece
informacdes adicionais sobre a estrutura quimica dos componentes da amostra.
Os instrumentos quando acoplados promovem melhores resultados por se
eliminar a interferéncia, por apresentar seletividade, capacidade de separacao
cromatografica e precisdo de resultados (MUKHERJEE, 2002; LIANG et al.,
2004).

Dessa forma, € imprescindivel a determinacdo da maioria dos
constituintes quimicos de uma planta (ou produto natural) para que sejam
assegurados os resultados dos dados clinicos e farmacoldgicos, e assim poder
conhecer quais sdo 0s compostos ativos e possiveis efeitos adversos, a fim de

promover a manutencao da qualidade do material.

3.6. Controle de qualidade da prépolis vermelha
A efetiva introducao da propolis no mercado depende da implementacgao

e condi¢cdes padronizadas para a coleta e procedimentos sistematicos para o
seu controle fisico, quimico e microbiolégico. A ampla variedade e complexidade
de sua composi¢ao quimica tornam este critério mais importante no seu controle
de qualidade (Ver tab. 3), (WOISKY; SALATINO, 1998).

3.6.1. Exame organoléptico

Diante do exposto, deve-se realizar controle de qualidade, como analises
sensoriais preconizadas pelo Ministério da Agricultura, pecuéaria e
abastecimento-MAPA para fixacdo de identidade, sendo elas: cor, sabor, aroma.
Os caracteres sensoriais sdo avaliados por meio dos 6rgdos dos sentidos e
assumem, portanto, um aspecto subjetivo, préprio do analista, procurou-se

expressar os resultados dentro das possibilidades descritas MAPA, (2001).

3.6.1. Perda por dessecacdo em balanca IV

Segundo a FARMACOPEIA Brasileira, (2010), a determinacdo da perda
por dessecacdo avalia teor de umidade e soélidos sollveis. As amostras sédo
pesadas, em bandejas de aluminio e dessecadas em balanca analitica com
sistema de secagem por infravermelho, a temperatura e peso constante. A perda
por dessecacao nas amostras de préopolis na forma de extrato alcodlico pode

variar, no entanto, deve estar de acordo com a resolucdo do ministério da
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agricultura, pecuaria e abastecimento no qual preconiza o limite maximo de
umidade de 89% e 11% de sélidos soluveis MAPA, (2001).

3.6.2. Métodos cromatogréficos

Entre os varios métodos cromatograficos usados para a separacéo e
analise de misturas complexas de fendlicos naturais, a cromatografia gasosa
com coluna capilar e cromatografia liquida de alta eficiéncia € de grande
importancia devido a sua sensibilidade e poder de resolugédo. Entretanto, a
analise de alguns destes compostos, como, por exemplo, os flavonéides, requer
uma fase preliminar de derivados, transformando-os em compostos volateis
BANKOVA et al., (1995).

3.6.3. Métodos espectrofotométricos

Os métodos espectrofotométricos usuais para a identificacdo dos fendis e
flavondides sdo a espectrofotometria no ultravioleta (UV), infravermelho (IV) e a
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e carbono. A
espectrofotometria de UV é considerada a técnica mais usual para andlise de
quantificacdo e a espectrofotometria de IV para analise estrutural do tipo dos
fenois e flavonoides PEREIRA et al., (1998).

3.6.4. Principais analises fisico-quimicas

MARCUCCI e colaboradores (1998) descreveram de forma breve as
principais analises fisico-quimicas encontradas na literatura, para o controle de

qualidade da propolis:

a) Andlises macroscoépicas: aspectos gerais como cor, aparéncia, cheiro,
etc.

b) Teor de cera: todas as amostras de prépolis apresentam cera em sua

composicao, cujo teor pode variar de uma amostra para outra.

c) Teor de residuo: o teor de residuo seco insolivel em alcool etilico

também pode variar de uma amostra para outra.

7

d) Teor de extrato etandlico de propolis: € o obtido quando se faz a

maceracao da propolis em alcool etilico, apos a retirada da cera e do residuo.
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e) Umidade: € importante avaliar o teor de umidade, pois, se a amostra
estiver com este indice elevado, ocorrerd o crescimento de fungos sobre a
mesma (especialmente quando se retira do freezer e se embala), e se tornara

impropria para 0 CONSUMO € COMErcio.

f) Teor de cinzas: é toda matéria de origem mineral existente na amostra.
O teor de cinzas € obtido ao se calcinar a propolis, eliminando-se toda a matéria
organica. No material resultante estao presentes metais como potassio, chumbo,

cadmio, cobre, zinco, estanho, entre outros.

g) Propriedades redutoras (indice de reducdo): apds um determinado
periodo de tempo, a amostra passa a exercer o poder antioxidante. Por este
motivo, a prépolis é utilizada em alguns paises como antioxidante em

embalagens de alimentos.

h) Fendlicos totais: substancias fenolicas como acidos (caféico, ferdlico,
pcumarico, etc.), ésteres (cafeato de feniletila, p-cumarato de benzila, etc.) e
flavonoides (quercetina, canferol, galangina, pinocembrina, etc.).

i) Flavonodides totais: € a determinacdo especifica da presenca de

flavondides em proépolis avaliada pelo teor de quercetina.
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j) Massa mecanica: residuo remanescente da extracdo dos componentes da

propolis com alcool etilico.

Tabela 3. Parametros adotados para o controle de qualidade do extrato propolis

vinrmnalhAa

Aroma Balsdmico e resinoso
Caracteristicas Cor Dependente da fonte botanica e
sensoriais concentracao
Sabor forte, amargo e picante
Extrato seco Minimo de 11 % (mfv)
Umidade Maximo 89 % (viv)
Fisico-guimicos
Cera Maximo 2 % (m/m)
pH -
Fendis - Minimo 0,5 % (m/m)
uv
Testes quantitativos Flavondides - Minimo 0,25 % (m/m)
Cromatografia Detector: ultravioleta/ Espectro de

massas/chama

Testes gualitativas

Espectrofotometria UV- Fendis 760 nm
visivel Flavonoides 425 nm

CLAE -

Acondicionamento

Frasco dmbar com batogue ou gotejador conta gotas

Rotulagem

Exirato seco minime 11 % {m/v)

Fonte: MAPA, 2001, com adaptacdes.
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4. METODOLOGIA.

4.1. Obtencdao e caracterizacdo organoléptica dos extratos hidroalcodlico
de propolis vermelha de Alagoas (EHPVA)
Os extratos de propolis vermelha de Alagoas foram obtidos em

estabelecimentos que comercializam produtos naturais na cidade de Maceio,
capital do estado de Alagoas. Apds a aquisicdo de cinco extratos, 0S mesmos
foram denominados como: PVA, PVB, PVC, PVD e PVE, estes por sua vez
permaneceram acondicionados nas embalagens de origem em temperatura
ambiente até posteriores analises. Cada amostra continha 30 mL de extrato hidro
alcoolico propolis vermelha de alagoas e todas estavam dentro do prazo de

validade.

4.1.1. Determinacao do Potencial Hidrogeniénico - pH
Para a determinacdo do pH dos EHPVA, foi utilizado um peagametro

digital modelo Quimis, no qual se fez necessario adicionar 30 mL de cada
amostra em béquer e levados em contato com o leitor do aparelho. Os pHs foram
realizados em triplicata e, apos estabilizacao, foram calculadas as médias. Para
padronizacdo do peagametro sao realizadas leituras dos tampdes com pH 4,0 e

7,0, conforme orienta a Farmacopeia Brasileira (1998).

4.1.2. Determinacao de sélidos soluveis
Pipetou-se 1 mL dos respectivos extratos em placa de aluminio de balanca

por dessecacdo UV a temperatura constante de 105 °C e, ao final, os resultados
foram determinados em triplicata e expresso em porcentual de teor de sélidos
soluveis (% de conteudo soltvel em sélido = [(massa inicial do extrato comercial
de propolis — massa final do extrato comercial de prépolis) / massa inicial de

extrato comercial de propolis] x 100), (Nascimento, 2017).

4.1.3. Perfil fitoquimico dos EHPVA
O perfil fitoquimico dos EHPVA foram avaliados por técnicas como

espectros de absor¢do na regido UV-VIS, determinacdo de fendis totais pelo
método de Folin-Ciocaulteau, flavonoides totais pelo método cloreto de aluminio

e percentual de inibicdo do reagente DPPH.

4.1.5. Espectro UV-vis
Os espectros de absor¢cdo molecular dos EHPVA foram obtidos através

de estudo realizado por Park e colaboradores (1998), com altera¢cdes. Preparou-

se solugdes etandlicas dos extratos com concentragdo de 8 mg/mL-1e, por meio
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desta, foram preparadas solucdes de trabalho na concentracéo de 80 pug/mL. Os
espectros de absor¢cao na regido UV-Vis das amostras foram obtidos na faixa de
200 a 500 nm, utilizando-se cubeta de vidro (com capacidade para 3 mL) e
espectrofotometro UV mini-1240 SHIMADZU.

4.1.6. Determinacéo do teor de fendis totais pelo método de Folin-
Ciocaulteau
A determinacgéo do contetdo de fendis total foi realizada de acordo com o

meétodo de Folin-Ciocaulteau (RFC) descrito por WOISY (1996), com alteracoes.
Construiu-se a curva padrdo de calibracdo utilizando-se acido géalico em
diferentes concentracdes (2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 50, 5,5, 6,0 pg/mL).
Identificaram-se os balBes previamente conforme a amostra a ser analisado e,
em seguida, adicionou-se 3,0 mL de agua destilada, posteriormente, uma
aliquota correspondente a concentracdo de 25 pg/mL cada amostra foram
adicionadas aos baldes volumétricos de 5 mL, subsequentemente, incrementou-
se aliquotas de 0,4 mL do RFC, e posteriormente, 0,6 mL da solucédo de
carbonato de sédio a 20%, com diferenca de 1 minuto entre cada baldo.
Completou-se com agua destilada até a marca do menisco o volume das
vidrarias. Os testes foram realizados em triplicata. A reacdo ocorreu no escuro
por 2 horas para que ocorresse a oxidacdo de fendis. Observou-se a mudanca
de coloracdo, de esverdeado para azul. A leitura foi realizada no
espectrofotometro UV mini-1240 SHIMADZU, no comprimento de onda de 760

nm. Calculou-se a equacéo da reta pelo método dos minimos quadrados.

4.1.7. Teor de fendis totais dos EHPVA
A partir da solucao estoque (8 mg/mL dos extratos de propolis vermelha), diluiu-

se em baldes de 5 mL contendo previamente 3,0 mL de agua destilada aliquotas
de 15,6 pg correspondente a concentracdo de 25 pg A seguir, utilizou-se a
mesma metodologia descrita no item a cima. Os valores das absorbancias
obtidos com as leituras das amostras foram substituidos na variavel y, da
equacado y = at+bx. Para calcular a porcentagem de fendis totais presentes na

amostra analisada utilizaram-se as seguintes formulas

Equacéo 1 Equacéo 2
D = Absorbancia-E/F % =D/Gx10
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Onde:

D = concentracdo de acido galico em pg/mL;
E = coeficiente linear da equacao da reta;

F = coeficiente angular da equacéo da reta;
G = Massa da amostra pg/mL

4.1.8. Determinacao do teor de flavonoides totais
A determinacao dos flavonoides totais foi realizada de acordo com o método de

cloreto de aluminio, descrito por WOISY (1996), com pequenas alteracdes.
Construiu-se a curva padrdo de calibracdo utilizando-se quercetina em
concentracbes correspondentes de 2,0 até 16,0 pg/mL. Identificaram-se os
baldes previamente conforme a amostra a ser analisado e, em seguida,
adicionou-se 4,0 mL de &gua destilada, posteriormente, uma aliquota
correspondente concentracao de 100 pg/mL da cada amostra foi adicionada aos
bal6es volumétricos de 5 mL, subsequentemente, incrementou-se aliquotas de
0,1 mL solucdo de AICI3 a 5% com diferenca de 1 minuto entre cada baldo.
Completou-se com metanol absoluto até a marca do menisco o volume das
vidrarias. Os testes foram realizados em triplicata. A reacao ocorreu no escuro
por 30 minutos. Observou-se a mudanca de coloracédo, de amarelo para amarelo
intenso. A leitura foi realizada no espectrofotbmetro UV mini-1240 SHIMADZU,
no comprimento de onda de 425 nm. Calculou-se a equacao da reta pelo método

dos minimos quadrados.

4.1.9. Teor de flavonoides dos extratos de propolis vermelha de alagoas
A partir da solucdo estoque (8 mg/mL do EHPVA), diluiu-se para bal6es

de 5mL concentracdes de 20 a 40 ug/mL. Adicionou-se uma aliquota do em um
baldo volumétrico de 5 mL, contendo previamente 4 mL de metanol, A seguir,
utilizou-se a mesma metodologia descrita no item a cima. Os valores das
absorbancias obtidos com as leituras das amostras foram substituidos na
variavel y, da equacédo y = a+bx. Para calcular a porcentagem de flavonoides
totais presentes nas amostras analisadas utilizaram-se as equacdes descrita

acima.
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4.1.10. A atividade sequestrante do radical DPPH
A atividade sequestradora do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila)

foi avaliada de acordo com a metodologia proposta por Sales 2012, com
alteracdes. Preparou-se uma solugéo do radical DPPH (Sigma Aldrich) a 0,1 pM
em 100 mL de etanol absoluto, e acondiciou-a em vidro ambar. Em solucéo
etandlica o radical DPPH tem coloracéo violeta, que ao interagir com a amostra,
reage, e é sequestrado pelos agentes antioxidantes conforme a sua capacidade
capturadora. Devido a reacao a coloracéo se altera gradualmente da cor violeta
para o tom de amarelo palido. Com a solucdo de DPPH em temperatura
ambiente, adicionou-se 2 mL em baldes volumétricos ambar, em seguida
adicionou-se aliquotas dos extratos (1 ug/mL, 5 pg/mL, 15 pg/mL, 20 pg/mL e 40
pHg/mL) com diferenca de 1 minuto entre um baldo e outro. O teste foi realizado
em triplicata, posteriormente aguardou a reacdo ocorrer no escuro durante 30
minutos. PGOs reacao, realizou-se a leitura das amostras em espectrofotbmetro
em comprimento de onda de 517 nm. O branco das amostras foi feito com uma
aliquota de 3 mL de etanol absoluto e 2 mL da solugdo DPPH. A porcentagem
de radical DPPH+ remanescente, no tempo de 30 minutos, foi calculada de

acordo com a seguinte férmula:

% de DPPHe Remanescente = [(AbsAmostra-AbsBranco)/(AbsControle-
AbsBranco)] x 100;

Onde:

AbsAmostra = absorbancia da reacao entre a solu¢ao do radical DPPH- e a

amostra antioxidante;

AbsBranco = absorbancia da solucédo de solvente utilizado para preparar a

amostra antioxidante;

AbsControle = absorbancia do radical DPPHe com uma pequena aliquota do
solvente utilizado para preparar a amostra, em substituicdo a solugéo da prépria

amostra em estudo.

Apés a determinacdo do radical DPPH remanescente, determinou a
porcentagem de inibicdo do radical DPPH« através da seguinte formula: % de
inibicdo do radical DPPH- = 100 - % DPPH+ remanescente
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4.1.11. Atividade Antimicrobiana
O teste de sensibilidade antimicrobiana obtido através da CIM foi

determinaoa através da técnica de microdiluicdo em caldo, utilizando-se
microplacas de 96 pocos. Previamente preparou-se as cinco amostras, por meio
de rotaevaporacdo a 40 °C até completa volatilizacdo do alcool. Em seguida,
para retirar a agua remanescente utilizou-se estufa bacteriologica com fluxo de
ar a 40 °C por 12h. ApoOs esse processo, solubilizou-se 10 mg do extrato de
propolis em 1 mL de propilenoglicol estéril com auxilio de banho maria a 40 °C e
4 mL agua destilada. Dessa forma, a solucéo ficou numa concentracéao inicial de
2000 pg/mL. Os pocos foram preenchidos com 100 pL do caldo Mueller Hinton
estéril e 100 yL correspondente as amostras PVA, PVB, PVC, PVD e PVE. Os
in6culos foram preparados em tubo com solucao salina tamponada estéril, e a
suspensao bacteriana determinada pela turvacdo do tubo 0,5 na escala
McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), foi diluida numa propor¢do de 1:10, para se
conseguir uma concentracao final bactérias de 5 x 10* UFC/pogo ao inocular
5 ML dessa suspensdo no caldo correspondente a cada espécie de
microrganismo. Esse processo foi realizado em triplicata, dessa maneira, 100 uL
do conteudo dos 3 primeiros pocos da linha A foi homogeneizado e transferido
para os pocos da linha B, e assim sucessivamente, até 0s pocos
correspondentes a linha H, o ultimo volume pipetado foi desprezado. Foram
utilizadas 6 linhagens de microrganismo: Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus epidermidis (ATCC
12228), Pseudomonas aeroginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC
14942) e Enterobacter cloacae (ATCC 13047), 3 Gram positivas e 3 Gram
negativas, respectivamente. Cinco colunas (colunas de 1 a 5) de uma microplaca
isolada foram destinadas ao controle de crescimento, na qual foram adicionados
apenas 0s microrganismos; uma coluna (coluna 6) separando o controle de
crescimento e controle negativo permaneceu vazia; outras cinco colunas
(colunas de 7 a 11) foram destinadas ao controle negativo com 20 % de
propilenoglicol e 80 % de agua destilada estéril; na coluna (coluna 12) foi
realizado o controle de esterilidade da placa, onde utilizou-se apenas o meio
Muller Hinton. Em seguida, a microplaca foi armazenada em estufa a 35°C para
crescimento por 18 horas. Apds esse periodo adicionou-se 20 pyL do revelador

cloreto 2,3,5 trifenil tetrazolium (TTC) a 5%, em cada poco, em sequéncia,
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esperou mais 3 horas para a analise dos resultados. Os valores da CIM foram
definidos como a menor concentracao do agente antibacteriano que foi capaz de

inibir o crescimento dos microrganismos supracitados.

4.1.12. Analises estatisticas
Todos os resultados apresentados neste trabalho representam a média

aritmética de triplicatas e coeficiente de variagcdo obtidos no programa Office
Microsoft Excel 2016. Os graficos foram gerados através do Origin Pro 8 e
analise estatistica obtidas pelo GraphPad Prism 6. A diferenca entre os grupos
foi determinada usando 2 way-ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. As

diferencgas significativas foram indicadas por valores de p < 0,05.

47



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Embalagens e rotulagens
Os produtos naturais, assim como 0s produtos industrializados

apresentam embalagem com o intuito de fornecer informac¢des do produto e
promover maior adeséao de compra. Em uma verificacdo dos extratos adquiridos
puderam-se observar algumas irregularidades nas rotulagens de duas das cinco
amostras analisadas, quanto a especificacdo da matéria sélida. Segundo o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento - MAPA, (2001), preconiza-
se conter na rotulagem o percentual de extrato seco de no minimo 11 %. Dessa
forma, trés dos cinco (PVC, PVD e PVE) exemplares estavam de acordo com a
legislagéo, exceto PVA e PVB nao especificaram o teor de extrato seco. Apenas
a PVE estava sendo comercializada em embalagem primaria e secundaria, as
demais estavam sendo comercializadas apenas em embalagem primaria. Todas
as cinco amostragens continham estampados nos roétulos os solventes
utilizados: agua purificada, alcool de cereais (grau alimenticio) e o extrato de
propolis. Da mesma maneira, as embalagens de todos os extratos eram
apropriadas, de maneira que sdo bromatologicamente e hermeticamente aptas,
devido a cor ambar, que confere protecao contra a degradagéo dos componentes
quimicos por meio de fotdlise. Como acessoério para administracdo, nos
exemplares PVA, PVB e PVD foram utilizados batoque; PVC e PVE continham

gotejador conta gotas.

5.1.1. Caracteristicas organolépticas
As propolis sdo classificadas de acordo com as caracteristicas

organolépticas (Ver fig. 8) que se enquadram, portanto, um dos quesitos de
identificacdo da propolis vermelha é caracteristica visual que lhe é apresentada,
uma vez que € possivel coletar infformacgfes referentes a esse produto como
intensidade de cor, aroma, sabor, homogeneidade. Dessa maneira, pode-se
notar que os extratos PVA, PVB e PVE mostraram-se semelhantes entre si em
intensidade de cor avermelhada, no entanto, com tonalidades mais fortes em
relacdo aos demais extratos (PVC e PVD) que apresentaram tons avermelhados
mais claros. Todas as amostras exibiram aroma balsamico caracteristico de
prépolis vermelha, bem como, sabor levemente amargo, picante e suave
adstringéncia. A PVA se diferenciou de todas no aspecto homogeneidade, onde

pode-se notar que quando exposta em contato com o papel, a resina de propolis
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nao havia se dissolvido por completo na solucdo hidroalcodlica, havendo
particulas solidas, ou seja, com aspecto de heterogeneidade. Outra
particularidade decorrente do que foi dito anteriormente, observada na PVA foi a
facilidade que teve de se adsorver na parede do beéquer utlizado na

determinacao de pH. Todos os demais extratos mostraram-se homogéneos.

Figura 8. Caracteristicas visuais dos extratos de propolis vermelha de Alagoas comercializados

em Macei6.
Fonte: Autor, 2020.

5.1.2. Determinacdo do Potencial Hidrogenibnico - pH
Determinou-se os indices de pHs (Ver tab. 4) dos cinco exemplares, uma

PVB

vez que 0s mesmos sao administrados por via oral. Dessa forma, notou-se que
todas as amostras sdo ligeiramente acidas. A PVA obteve o valor de pH mais
acido (4,21) em relagdo aos demais, em contrapartida, o pH menos acido em
comparacao com 0s outros extratos, pertenceu a PVC (4,81). Todas os demais
extratos (PVB, PVD e PVE) apresentaram pHs semelhantes. LINS (2018)
encontrou pH de 3,121 em extrato etilico da propolis vermelha do litoral
paraibano. KAWAKITA et al. (2015) salientou que o pH do extrato alcodlico de
prépolis tende a ser ligeiramente acido, variando de 3,0 a 5,7 e, segundo as
observacgdes, o valor de maior porcentagem de pH encontra-se em torno de 5,0.
Portanto, os valores de pH encontrados para os cinco EHPVA estdo de acordo

com a literatura.
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Tabela 4. Peagametria dos extratos hidroalcodlicos de propolis vermelha de Alagoas
comercializados em Maceio.

Amostras pHs
PVA 4,21
PVB 4,76
PVC 4,81
PVD 4,78
PVE 4,72

pHs = poténcial hidrogenibnico

Fonte: Autor, 2020.

5.1.3. Determinacdo da umidade e teor de sélidos soluveis
Os teores de umidade e solidos solaveis (Ver tab. 5) de quatro das cinco

amostras dos extratos de prépolis vermelha de Alagoas analisados nesse
trabalho mostraram-se elevados quanto a umidade, e baixos quanto a teor de
sélidos, no qual os valores preconizados pelo MAPA sob normativa n° 3 de 19
de janeiro de 2001, dever ser no maximo de 89 % e minimo de 11 % para
umidade e teor de extrato seco, respectivamente. Nota-se entdo que somente a
PVE esta de acordo com a orientacdo da legislacao vigente, onde os valores
encontrados para teor de umidade e solidos soluveis foram 88,29 % e 11,71 %,
respectivamente. Todos os demais extratos estédo fora do padréo estabelecido,
no qual os valores de umidade em ordem decrescente, variam de 94,86 % a
90,72 %; e teor de extrato seco, agora em ordem crescente, variam de 5,14 % a
9,28 %.

Tabela 5. Teores de umidade e sélidos sollveis dos extratos de propolis vermelha de Alagoas
comercializados em Macei®.

Amostras Umidade Sélidos soluveis
PVA 90,72% 9,28%
PVB 91,59% 8,41%
PVC 94,86% 5,14%
PVD 90,74% 9,26%
PVE 88,29% 11,71%

Fonte: Autor, 2020.
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5.1.4. Determinacao do conteudo de fendis e flavonoides totais
Para determinacao de fendis e flavonoides totais construiu-se uma curva

de calibracdo (Ver fig. 9), utilizando as substancias padrdo, acido galico e
quercetina, para fendis e flavonoides, respectivamente. As curvas foram
validadas por meio do coeficiente de determinagédo, no qual o valor de R? (deve
ser superior a 0,99) encontrado nas amostras foi determinado em funcéo

absorbancia das amostras pela concentracao do padrao.

Figura 9. Curvas padrao. Para fendis totais (9-A) e para flavonoides totais (9-B).
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‘// R?=0,9983 ‘/’
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Conc. acido galico (pg/mL) Conc. quercetina (ug/mL)

Fonte: autor, 2020.

As tabelas 6 e 7 apresentam os resultados dos teores fendlicos e
flavonoides totais dos EHPVA. Onde, observou-se que a PVA obteve teor de
fendis totais inferior em relacédo as demais. A PVB por sua vez, é detentora do
maior conteldo desses componentes, expresso em mg de fendis em equivalente
de acido galico por grama de prépolis vermelha. Diante do que foi dito, os valores
encontrados para os teores desses compostos variam de 120,3 mgEAG.g* a
210,4 mgEAG.g?, para PVA e PVB, respectivamente. Neves, (2014) observou
em seu estudo que dois extratos etandlicos de prépolis vermelha da cidade de
lgarassu Pernambuco, apresentaram indices de 73,6 mMgEAG.g' e
53,4 mgEAG.g !. Para andlises de fendis, o MAPA preconiza teores de no
minimo 0,50 %. Apesar de todas os EHPVA estares de acordo com a orientagéo
a legislagdo, a variacdo entre as amostras pode estar relacionada com a
sazonalidade, arsenal fitoquimico disponivel pela flora local, técnicas de
extracao utilizada, ou até mesmo, a adulteracdo, atraves de diluicdo dos extratos

visando o maior lucro.
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Tabela 6. Contelidos de fendis totais encontrados em amostras de extrato hidroalcodlico de prépolis
vermelha de Alagoas comercializada em Maceio.

Substancias Concentracao 25 pg/mL (Média + CV mgEAG.g?)

dosadas PVA PVB PVvC PVD PVE
Fenodis 120,3+2,6* 210,4+24* 1279+1,1* 1745 +3,3* 1894 +1,2*
totais

Média +, CV* = Coeficiente de variacao.
MgEAG.g1Expressos como equivalente de acido galico por g de prépolis vermelha.
Fonte: Autor, 2020.

Na quantificagdo de flavonoides (Ver tab. 7), observou-se que a PVC

apresentou o maior indice de flavonoides totais representado por

118,2 ngng'l. Exceto PVA que obteve 27,1 mgEQ/g?, todas as demais
amostras listadas apresentam resultados superiores quando comparados com
as mesmas duas amostras de prépolis vermelha de Igarassu - PE nos estudos
realizados por Neves, (2014), onde encontrou 28,8 mgEQ/g™ e 65,0 mgEQ/g™.
Quando comparado com Daugsch, (2007), todos os extratos obtiveram
resultados superiores, onde em seu estudo de quantificacdo encontrou 25
mgEQ/g?! para teor de flavonoides totais em extratos etandlicos de prépolis
vermelha. Quando se analisa os teores de fendis e flavonoides totais, verifica-se
que o percentual de fendis é superior ao de flavonoides totais, no qual pode-se
inferir que o teor elevado de fendis totais pode estar relacionado a uma gama
desses compostos, que ndo estdo sendo influenciados somente pelos
flavonoides. Diante dessa evidencia, é necessario fazer uma varredura por meio
de HPLC para identificar os compostos presentes nessas amostras. Sendo
assim, de acordo com os resultados obtidos, todas as amostras de extratos de
prépolis vermelha de Alagoas comercializadas em Macei6 estdo de acordo com
a legislacdo vigente quanto aos teores de flavonoides totais, pois o MAPA
preconiza teor minimo de 0,25 % para extratos de propolis. Entretanto, quando
se pensa no consumo dos extratos, ao ingerir 12 gotas do extrato PVE por
exemplo, serdo necessarias o consumo de mais que 12 gotas das amostras
PVA, PVB, PVC e PVD para que se possa ter uma equivaléncia referente a dose
administrada da PVE, uma vez que essa amostra (PVE) apresentava teores de
umidade menor e, consequentemente teor de soélidos solUveis maior. Isso

significa dizer que a PVE possuir teores de seus constituintes ativos em maior
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concentracdo em comparacdo com os demais extratos avaliados nesse trabalho.
Decorrente disso, para a realizagdo de todos os testes foi necessario pesar
guantidades maiores de massa referentes as amostras PVA, PVB, PVC e PVD
em comparagdo com PVE, para que se pudesse preparar as solugbes de
trabalho na mesma concentracdo. Neste contexto, pode-se afirmar que é
extremamente importante que todos os produtos naturais comercializados, em
especial a prépolis vermelha de Alagoas, estejam sob registro e inspe¢do do
MAPA, uma vez que esse 6rgao garante a qualidade do produto nas prateleiras
tornando indispensavel a fiscalizacdo, pois faz com que os produtos nao
regulamentados, se adequem, ou sejam retirados de circulagdo, visando a

seguranca do consumidor.

Tabela 7. Contetidos de flavonoides totais encontrados em amostras de extrato hidroalcodlico
de prépolis vermelha de Alagoas comercializada em Maceio.

Substancias Concentragdo 100 pg/mL (Média + CV mgEQ.g?)

dosadas PVA PVB PVC PVD PVE
Flavonoides 27,1+ 3,1* 72,1+3,9*% 118,2+4,2* 86,6+1,9*% 79,4+48,9
totais

CV* = Coeficiente de variacéo.
mgEQ.g* de prépolis Expressos como equivalente de quercetina por g de propolis vermelha.
Fonte: Autor, 2020.

5.1.5. Atividade sequestrante do radical DPPH
Mensurar a atividade antioxidante de um agente € importante, visto que a

todo momento o corpo humano produz radicais livres provenientes de reacoes
metabdlicas fisioldgicas. Desse modo, quanto maior a capacidade de captura
dos radicais, menores sao as chances desses, de causarem danos aos tecidos
humanos, de forma que quando estéo livres, podem reagir com DNA e causar

doengas como o cancer, por exemplo.

A vista disso, de acordo com os resultados observados (Ver tab. 8 e fig.
10), nota-se que a PVA e PVE nao apresentaram diferencas significativas entre
si, ha concentracdo de 1 pg/mL, inibindo 4,6 % + 2,20 % e 6,5 % + 0,62 %,
respectivamente. Entretanto, quando se avalia a atividade antioxidante na
concentracdo de 40 pg/mL, verifica-se que a PVA apresentou diferenca
significativa em comparacdo com todas as amostras analisadas, indicando um
percentual de inibicdo do reagente DPPH correspondente a 65,4 % + 1,57 %.
Correlacionando a PVA com a PVC, pode-se notar essa diferenca, onde na

mesma concentragao chegou a inibir 87,8 % * 2,91%. Analisando a ICso verifica-
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se que a PVC teve desempenho superior em relacdo aos outros extratos,
inibindo 50 % do radical DPPH na concentracdo de 13,18 ug/mL. De forma
oposta, verifica-se que a PVA sé conseguiu inibir 50 % do radical livre, a uma
concentracdo de 16,90 ug/mL. Quando se compara com a literatura, ARRUDA
(2019) encontrou atividade de extrato bruto de propolis vermelha que varia de
78,5 % a 80,6 % na concentracdo de 80 pg/mL. MENDONCA et al. (2015)
verificou que uma amostra de prépolis vermelha de Alagoas, apresentou

atividade antioxidante com valores de ICso entre 5,0 e 8,0 ug/mL.

Tabela 9. Atividade antioxidante de extratos de prépolis vermelha de Alagoas comercializados
em Maceid (% inibigdo do radical DPPH).

Concentracdo pg/mL / (%IR DPPH)*
1 5 15 20 40 ICso
PVA  46%220" 256+1,22" 47,6+2,45" 52,6+1,11*" 654+ 157" 16,90
PVB 8,2+ 1,52°" 34,4+1,35" 62,1+0,70°° 69,8+0,61° 84,6%* 3,65 14,59
PVC 11,8%+1,76 39,4%+0,31 67,4%4,01< 755%0,97 87,8+291¢ 13,18
PVD 10,3%0,39% 41,4+1,11¢ 61,9+0,95> 70,8+ 1,12°° 86,6+ 3,30 13,54
PVE 6,5+0,62%° 348+ 1,01 63,4+£0,62° 71,4%1,30° 848%0,57" 14,86

* = média + coeficiente de variacdo. Médias seguidas pelas mesmas letras na mesma coluna ndo séo
estatisticamente diferentes um do outro, por meio do teste de Bonferroni (P <0,05).

Fonte: Autor, 2020.

De forma geral, os resultados ddo indicio de que o0s extratos
hidroalcodlicos de préopolis vermelha de Alagoas tem potencial para
desempenhar um papel vital nos caminhos das rotas metabdlicos e, dessa forma,
proteger as células contra o estresse oxidativo, mas deve-se salientar que

estudos adicionais sdo necessarios para confirmar seu potencial.

Sob a luz da estatistica, por meio de software, foi possivel realizar analise
comparativa entre os extratos de propolis vermelha, onde pode-se inferir que na
concentracdo de 1 pg/mL, a PVA apresenta diferenca significativa com todas as
amostras, com excec¢ao da PVE. Em contrapartida, quando a concentracdo
aumenta, percebe-se que ha mudanca no perfil entre as amostras, no qual, na
concentracéo de 40 pg/mL, nota-se que a PVA demonstra diferenca significativa
com todas as demais amostras, entretanto, quando o foco da analise é voltado
para a PVB, percebe-se que essa nao demostra diferencga significativa com a
PVD e PVE, no entanto, de maneira que a PVC apresenta diferenca significativa
com todos os demais extratos, com exceg¢éo da PVD.
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Tabela 8. Curvas padrdao dos EHPVA como agentes antioxidantes frente ao radical DPPH,
expressos em percentual de atividade antioxidante em fungdo da concentracao dos extratos.
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3 3000 - =
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Fonte: autor, 2020.
5.1.6. UV-vis

O espectro de absorcéo na regido do UV-Visivel (Ver fig. 9) foi realizado
na regido de absorcéo entre as regides de 200 a 500 nm. Segundo PARK, (1998)
o perfil de absorcéo entre os comprimentos de onda de 270 - 330 séo atribuidos
aos flavonoides, logo, os picos correspondentes aos respectivos extratos podem
estar relacionados aos compostos dihidroflavonois, flavononas, uma vez que o
ombro formado foi em funcéo do comprimento de onda 295. No entanto, para se
ter certeza, sdo necessdarias analises complementares de identificagdo por
cromatografia, uma vez que foram observadas variacbes apenas nas
intensidades dos picos referentes aos esses compostos. Todas as amostras
exibiram um perfil similar, com absor¢do na regido entre 290 a 295 nm para

grupamentos fendlicos que fazem parte das estruturas moleculares dos
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flavonoides e suas subclasses. Por meio de identificacdo do pico, verificou-se
que a PVA apresentou absorbancia em 290 nm, em contrapartida, todas as
demais amostras apresentaram pico de absorbancia em 295 nm. Essa regiédo de
absorcéo no espectro é decorrente da capacidade de leitura do equipamento no
comprimento de onda especifico para flavonoides, formando o ombro (pico)
devido a deteccdo desses compostos na faixa de 290 — 295 nm, em funcao da
concentragdo em que estdo presentes nos extratos, e dessa forma, corrobora
com os teores de fendis encontrados nas amostras PVB e PVE quando se

realizou os testes qualitativos e quantitativos de fendis totais.

Tabela 9. Espectros de absorcéo na regido UV-vis dos extratos da prépolis vermelha de
Alagoas (PVA, PVB, PVC, PVD e PVE).

1,0 —PVA
0,8

0,6

ABS

04

0,2

0,0

T N T N T T T N T N T ! T
200 250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Fonte: autor, 2020.

5.1.7. Atividade Antimicrobiana
A atividade antimicrobiana das proépolis brasileiras jA é descrita na

literatura por diversos autores, e recentemente, a propolis vermelha de Alagoas
vem se destacando frente essa atividade, por conter substancias exclusivas que
promovem atividades biologicas de forma mais efetiva em comparacdo com as
demais propolis. Dessa maneira, para avaliar a capacidade inibitéria de amostras
de extratos hidroalcodlicos de propolis vermelha de Alagoas comercializadas em
Maceio, frente a bactérias patogénicas (Ver tab. 9), foram utilizadas para o teste
de sensibilidade 6 cepas, das quais 3 sdo Gram positivas e 3 Gram negativas.

Com isso, analises mostraram que a PVA apresentou Concentracdo Inibitéria
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Minima (CIM) de 125 ug/mL contra S. aureus, sendo esse, o resultado com pior
desempenho, em contrapartida, a PVE apresentou desempenho superior, inibido
0 crescimento em 15,625 pg/mL. Lopez (2014) em seu estudo verificou que
amostra de propolis vermelha de Alagoas inibiu a cepa S. aureus multirresistente
de um isolado clinico em 62,5 pg/mL. Contra E. faecalis a PVA também
apresentou desempenho inferior em comparagdo com as demais, inibindo em
250 pg/mL, entretanto, as amostras PVC e PVE apresentaram inibicdo em 31,25
Mg/mL, se mostrando mais efetiva quando se compara com estudo realizado por
Rigui et al. (2011) em que cepas desse mesmo microrganismo foram inibidas em
512 pg/mL. Perante a S. epidermidis os extratos PVA e PVB tiveram atividade
iguais, de maneira que obtiveram resultados inferiores em comparagcdo com as
demais amostras, apresentando inibicdo de crescimento em 125 ug/mL, no
entanto, quando se compara, PVC e PVE, esses extratos apresentaram
atividade de inibicdo em 31,25 yg/mL, sendo, portanto, detentores dos melhores
resultados no teste de sensibilidade antimicrobiana, no qual foram capazes de
inibir crescimento dessa linhagem de bactéria quando se compara com Lopez,
(2014), em que a cepa S. epidermidis (ATCC12228) foi inibida em 62,5 pg/mL.
Frente a P. aeruginosa todos os extratos inibiram em 1000 ug/mL, no entanto,
em suas analises RIGHI et al., (2011) verificou que essa cepa foi inibida em 62,5
pg/mL. Quando se avaliou a atividade antibacteriana dos extratos frente a E. coli,
o resultado é ainda melhor, tendo em vista as concentracdes inibitérias minimas
baixissimas em relacdo a todos os microrganismos avaliados no presente
trabalho, no qual a CIM maxima pertenceu a PVA inibindo esse microrganismo
na concentracdo de 62,5 ug/mL. As amostras PVC, PVD e PVE por sua vez, se
mostraram mais efetivas frente a E. coli em comparacdo com as demais
amostras, inibindo-a na concentracdo de 15,625 pg/mL. Dessa forma, verifica-
se que a PVA corroborou com analises realizadas por BISPO et al., (2012), onde
em seu estudo a prépolis vermelha teve concentracao inibitéria minima de 62,5
pg/mL. Por fim, quando se avalia a capacidade inibitéria dos EHPVA frente a E.
cloacae, observa-se que as amostras PVA, PVB e PVE tiveram CIM iguais
inibindo em 62,5 pg/mL, por outro lado, PVC e PVD inibiram em 31,25 pg/mL.
N&o foi possivel identificar na literatura concentragédo inibitoria minima de
propolis vermelha frente a E. clocae, no entanto, em estudo realizado por Horner

et al. (2008), verificou-se que essa cepa foi inibida quando se utilizou compostos
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triazenos nas concentracdes de 32 pg/mL. Diante do exposto, ndo é possivel
garantir que a atividade antimicrobiana estid relacionada aos compostos
fendlicos e flavonoides de maneira isolada, pois, nos testes anteriores de Fendis
totais, as amostras PVB e PVE apresentaram maiores percentuais desses
compostos, entretanto, quando se analisa flavonoides, as amostras PVC e PVD
apresentaram os melhores resultados. O mecanismo de acéo da prépolis frente
a bactérias ainda ndo foi elucidado, mas acredita-se que essa substancia
complexa atue na parede celular bacteriana, nos canais de porina. Dessa forma,
infere-se que a atividade antimicrobiana esta relacionada ao sinergismo dos
varios compostos presentes na propolis vermelha, dentre eles os fendis e

flavonoides ja bem descritos na literatura.

Tabela 10. Concentracéo inibitoria minima dos extratos de prépolis vermelha frente a
microorganismos gram positivos e gram negativo.

Gram +

Linhagens PVA PVB PVC PVD PVE

S. aureus
(ATCC 25923) 125 pg/mL 62,5 pg/mL 62,5 ug/mL 62,5 ug/mL 15,625 pg/mL
E. faecalis

(ATCC 20212) 250 pg/mL 125 pg/mL 31,25 ug/mL 62,5 pg/mL 31,25 pg/mL

S. epidermidis
(ATCC 12228) 125 pg/mL 125 pg/mL 31,25 ug/mL 62,5 pg/mL 31,25 pg/mL

Gram -

P. aeruginosa
(ATCC 27853) 1000 pg/mL 1000 pg/mL 1000 pug/mL 1000 pg/mL 1000 pg/mL

E. coli
(ATCC 14942) 62,5 pg/mL 31,25 yg/mL 15,625 pg/mL 15,625 pg/mL 15,625 pg/mL

E. clocae
(ATCC 13047) 62,5 pg/mL 62,5pug/mL  31,25pg/mL  31,25pug/mL 62,5 ug/mL

Fonte: autor, 2020.

A concentracdo minima inibitéria ndo somente tem o objetivo em saber
qual a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento de um
microorganismo, mas também, inferir que quanto menor a dose de um agente,
frente a um microorganismo causador de patologia, menor € a chance desse, de
causar reacOes adversas no paciente, além do mais, pensando do ponto de vista
econdbmico, quanto menor a CIM, menores serdo 0Ss custos envolvidos na
producdo de um medicamento, em virtude de que menos matéria prima do

principio ativo é necesséria para produgédo de um produto efetivo e seguro.

Nao pode direcionar os resultados positivos desses extratos somente a
qualidade de produgédo, mas a fatores como sazonalidade, local de coleta da

7

matéria prima, técnicas de extracdo. No entanto, € importante frisar que o
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registro junto ao MAPA, fornece qualidade ao produto e seguranca ao

consumidor.
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6. CONCLUSAO
Ao realizar os testes de controle de qualidade e teste antimicrobiano dos

EHPVA comercializados em Maceid, nota-se que todos obtiveram resultados
satisfatorios, no qual, chega-se as seguintes conclusdes:

+ A PVA apresentou os piores resultados em comparacdo com as demais
amostras, no entanto, os percentuais de fendis e flavonoides estdo de acordo

com o0 minimo exigido por Lei.

* APVB e PVE; PVC e PVD obtiveram os maiores teores de fenéis e flavonoides

totais, respectivamente;

* As amostras PVC e PVD néo apresentaram diferenca significativa como

sequestradoras do radical DPPH na ICso;
» Apenas a PVE apresentou teor de soélido sollveis satisfatorio acima de 11 %;

+ A PVE apresentou melhor desempenho nos ensaios antimicrobianos, com

menor CIM.

Neste cenario, a PVE destaca-se em comparacao com os demais extratos
propolis, e ao ser consumida ir4 fornecer maiores concentragfes dos seus
constituintes. E importe salientar que, o ajuste de dose n&o é possivel para os
extratos com teor de sélidos sollveis insatisfatério, uma vez que existe variacoes
entre lotes e marcas. Sendo assim, é importante que todos os produtores de
EHPVA realizem o registro no MAPA e sigam as orientacdes do 6rgao
regulamentador, fornecendo teores minimos de seus constituintes ativos para

que possam ser efetivos.

Diante do exposto, a realizacdo de andlises complementares, como teste
de identificacdo e quantificacdo dos marcadores por meio de cromatografia irdo
conferir maior seguranga e confiabilidade, no que diz respeito a determinacgao de

qualidade dos extratos comercializados.
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