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RESUMO

As investigacdes fitoquimicas utilizando a propolis vermelha de Alagoas (PVA)
possibilitaram a identificagdo de diversas classes de compostos na sua composigao,
porém ainda ndo se conhece muito bem a sua composicao volatil. O trabalho teve
como objetivo extrair o 6leo essencial da préopolis vermelha (OEPV), caracterizar
fisico-quimicamente os os extratos: extrato etandlico de prépolis vermelha (EEPV),
extrato etandlico da borra de prépolis vermelha (EEBPV), extrato agquoso de propolis
vermelha (EAPV) e o OEPV do estado de Alagoas, avaliando as suas atividades
bioldgicas. Foram realizadas as pesquisas fisico-quimicas, atividade antioxidante,
analise do perfil cromatografico e fitoquimico por CG-EM, extra¢do por Headspace e
UPLC-DAD e a avaliacao da atividade antibacteriana frente as cepas Staphlococcus
aureus ATCC 25923, Staphlococcus epidermidis CCCD-S010, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 14942. Observou-se nas analises
fisico-quimicas que os extratos EEPV, EEBPV, EAPV e OEPV estdo dentro dos
padrées preconizados pelo Ministério da Agricultura (MAPA), sendo encontrado
valores respectivos de 216,1, 272,93, 188,37 e 713,95 mg EAG.g?! para fendis e
25,3, 20,1 e 27,3 mg EQ.g ! para flavonoides totais. A atividade antioxidade dos
extratos mostrou valores de I1Cso de 11,88 pug/mL para o EEPV, 13,81 ug/mL para o
EEBPV, 18,81 ug/mL para o EAPV e 64,20 ug/mL para o OEPV. A analise por CG-
EM e a extracdo por Headspace mostraram a presenca de compostos fendlicos
como o anetol e metileugenol. O UPLC-DAD mostrou a presenca de flavonoides
presentes na prépolis vermelha nos EEPV, EEBPV e no EAPV. Nos testes de
atividade antimicrobiana os extratos EEPV, EEBPV e OEPV apresentaram CIM >
1000 ug/mL contra as cepas testadas, ja o EAPV apresentou atividade contra S.
aureus (CIM 250 pg/mL), S. epidermidis (CIM 500 pug/mL), P. aeruginosa (CIM 1000
pg/mL) e E. coli (CIM 500 pg/mL). Desta forma, foi possivel concluir que os
resultados inéditos sdo promissores e oferecem uma base para ampliar o escopo da
pesquisa com propolis vermelha, observando nos extratos caracteristicas fisico-
guimicas, perfis cromatograficos e fitoquimicos semelhantes, com caracteristicas de

uma propolis vermelha de boa qualidade.

Palavras-chave: Propolis vermelha. Oleos essenciais. Atividade microbioldgica.

Cromatografia gasosa. UPLC-DAD.



ABSTRACT

Phytochemical investigations using the red propolis from Alagoas (PVA) have made it
possible to identify several classes of compounds in their composition, but their
volatile composition is not yet well known. The work aimed to extract the essential oil
of red propolis (OEPV), to characterize the extracts physically-chemically: ethanolic
extract of red propolis (EEPV), ethanolic extract of red propolis sludge (EEBPV),
aqueous extract of red propolis (EAPV) and the OEPV of the state of Alagoas,
assessing their biological activities. Physical-chemical research, antioxidant activity,
chromatographic and phytochemical profile analysis by GC-MS, extraction by
Headspace and UPLC-DAD and evaluation of antibacterial activity against the strains
Staphlococcus aureus ATCC 25923, Staphlococcus epidermidis CCCD-S010,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia coli ATCC 14942. It was
observed in the physical-chemical analyzes that the extracts EEPV, EEBPV, EAPV
and OEPV are within the standards recommended by the Ministry of Agriculture
(MAPA), with respective values of 216.1, 272.93, 188.37 and 713.95 mg EAG.g™* for
phenols and 25.3, 20.1 and 27.3 mg EQ.g* for total flavonoids. The anti-toxicity
activity of the extracts showed I1Cso0 values of 11.88 ug/mL for EEPV, 13.81 ug/mL for
EEBPV, 18.81 ug/mL for EAPV and 64.20 ug/mL for OEPV. Analysis by CG-EM and
extraction by Headspace showed the presence of phenolic compounds such as
anethole and methyleneugenol. UPLC-DAD showed the presence of flavonoids
present in red propolis in EEPV, EEBPV and EAPV. In the tests of antimicrobial
activity, the extracts EEPV, EEBPV and OEPV presented MIC > 1000 ug/mL against
the strains tested, whereas the EAPV presented activity against S. aureus (MIC 250
pg/mL), S. epidermidis (MIC 500 pg/mL), P. aeruginosa (MIC 1000 ug/mL) and E.
coli (MIC 500 upg/mL). Thus, it was possible to conclude that the unprecedented
results are promising and offer a basis for expanding the scope of research with red
propolis, observing in the extracts physical-chemical characteristics, chromatographic
and phytochemical profiles similar, with characteristics of a good quality red propolis.

Keywords: Red propolis. Essencial oils. Microbiological activity. Gas
chromatography. UPLC-DAD.
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1. INTRODUCAO

A propolis é um produto de mistura complexa formada por material resinoso e
balsdmico de origem vegetal, coletada por abelhas de diferentes espécies e
modificada pela adicdo de secre¢Bes como saliva e cera ap0s seu transporte para a
coldnia. Tem fungéo de vedar, impermeabilizar e esterilizar a colmeia, sendo ainda
um isolante térmico. Suas aplicacbes sdo conhecidas desde a antiguidade e sua
acao terapéutica € comprovada em diversas propriedades farmacologicas
(CARDOSO et al., 2015).

Variagbes regionais e sazonais modificam a composicdo da prépolis e a
amplitude de suas atividades terapéuticas. Como consequéncia desta variacdo na
composicdo quimica, ocorre também uma variacdo nas suas atividades
farmacolégicas (MENEZES, 2005; CARDOSO et al., 2015). Diversos estudos vém
sendo publicados, revisando as suas propriedades como acdo antibacteriana,
antifngica, antiviral, anti-inflamatéria, hepatoprotetora, antioxidante, antitumoral,
cicatrizante, imunomodulatdria, entre outras (GALINDO, 2007).

A composicdo da propolis pura varia de acordo com seu tipo e regido. Em
geral € composta por 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de 6leos
essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outras substancias variadas,
incluindo restos organicos. (PEREIRA, 2008). Dependendo da origem, pode conter
mais de 400 substancias quimicas com funcfes ainda desconhecidas na fisiologia
humana (SIMIONATTO, 2004).

Muitos 6leos essenciais da propolis foram analisados e substancias quimicas
como terpendides, alcoois, aldeidos, hidrocarbonetos e cetonas alifaticas tém sido
relatadas (CLAIR; PEYRON, 1981; PETRI et al.,, 1988; BANKOVA et al., 1998;
BANKOVA et al.,, 1999; BRACHO, 2000; KUSUMOTO et al., 2001; PINO et al.,
2006). A composicao quimica dos Oleos essenciais pode apresentar variacoes
qualitativas e quantitativas devido a influéncia da sazonalidade e local de origem
(CLAIR; PEYRON, 1981).

Ja existem relatos de atividade antibacteriana do 6leo essencial de prépolis
proveniente dos estados do Parana, Piaui e Rio de Janeiro (BANKOVA et al., 1999;
ZWOLAN; MERESTA, 2000; OLIVEIRA, 2010).
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O estudo da composi¢éo quimica da propolis é importante, pois, considerando
a relagdo com a flora do local de sua producgédo, pode-se obter resultados que
indiguem sua origem, correlacionando a atividade farmacolégica da flora apicola e
da propolis (SOUSA, 2006). Tais estudos ainda séo escassos com o Oleo da propolis
vermelha de Alagoas e, devido ao fato de o Estado ser um dos maiores produtores
dessa propolis, em especifico, a necessidade dessas andlises torna-se ainda maior.

A principal forma de utilizacdo da propolis é na forma do extrato alcodlico, o
que é largamente utilizado para fins terapéuticos e farmacolégicos em humanos,
porém, um subproduto deste processamento € a “borra” ou residuo da extragéo
alcodlica da propolis que ainda ndo possui valor comercial e poderia ainda conter os
principios ativos da prépolis vermelha, acreditando-se que este residuo possa
representar uma alternativa viavel e promissora para a producédo de novos produtos
como suplementos alimentares e beberagens, no preventivo de enfermidades e em
aplicacOes tépicas (FUNARI; FERRO, 2006; SANTOS et al., 2013).

Um inconveniente da extracdo etanodlica/hidoetandlica de prépolis bruta é que
pequena parte das resinas e ceras é incorporada ao extrato. Quando o extrato &
diluido em &gua imediatamente se forma um filme composto pelas ceras e resinas
insoliveis em &gua. Esse filme adere as superficies proximas como paredes
internas de recipientes e paredes do sistema digestivo. No sistema digestivo esse
filme pode dificultar a absorcdo dos componentes bioativos (também chamados
componentes Uteis) presentes no extrato. No entanto, os extratos etandlicos e
hidroetandlicos séo preferidos, em relagdo a outros solventes orgéanicos, pela
possibilidade de ingestdo. Contudo essa ingestédo € rejeitada por muitos individuos,
principalmente idosos e criangas, por causa da presenca do etanol (TORRES,;
ROSA; SANTOS, 2011).

Diante desse contexto, o presente estudo objetivou extrair e caracterizar o
Oleo essencial da propolis vermelha, reaproveitando o residuo da extracdo para
produgcdo de um novo extrato, avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e
antioxidante dos extratos de prépolis vermelha, além de avaliar a atividade
antibacteriana do Oleo essencial da propolis vermelha de Alagoas, frente aos

diferentes extratos dessa propolis, assim como a realizacdo de ensaios fitoquimicos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A apicultura no cenario brasileiro

Apicultura é a parte da zootecnia que possui a arte/ciéncia de criar e estudar
as abelhas (ROCHA, 2008; OLINTO, 2014). E uma das praticas mais antigas e
importantes do mundo e existe a mais de 7.000 a.c., fato fornecido pelas pinturas
rupestres encontrado na Cova da Aranha, Valencia, Espanha. Nessas pinturas se
observam figuras humanas coletando favos de colbnias alojadas em cavidades
rochosas, e abelhas voando ao seu redor (DIB, 2009).

As abelhas Apis mellifera chegaram ao Brasil através do Padre Anténio
Carneiro Aureliano em 1839. As subespécies ou racas dessas abelhas sdo de
origens europeias (A. m. meliffera, A. m. ligustica, A. m. carnica e A. m. iberiensis). A
introducéo da espécie africana (Apis mellifera scutellata) (Fig. 1), ocorreu em 1956,
no qual se disseminou e se multiplicou rapidamente na natureza, cruzando com
espécies europeias de varias origens, formando um poliibrido conhecido como
abelha africanizada. Atualmente, predominam suas caracteristicas morfologicas,
comportamentais, ecoldgicas, bioguimica do carbono da cuticula, frequéncia alélica,
sistema enzimatico e padrdo do DNA nuclear e mitocondrial. (ROCHA, 2008;
ZANUSSO, 2016; PEGORARO et al., 2017).

Figura 1 — Abelha africanizada da espécie Apis mellifera scutellata.

Fonte: WaspWeb, 2019.

A técnica de exploracao racional das abelhas presta uma grande contribuicéo
ao homem através da producdo do mel, da geleia real, da prépolis, da apitoxina, da
cera e do pdlen, contribui a agricultura pelos servicos indiretos de polinizacéo, além

de, ajudar na geracdo de emprego, acrescentar renda, por nao requerer
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exclusividade, podendo o apicultor ter outros trabalhos e dedicar as abelhas
somente algumas horas semanais e € um fator de diversificacdo da propriedade
rural, proporcionando beneficios sociais, econémicos e ecologicos (ROCHA, 2008;
SILVA, 2008; OLINTO, 2014).

Com relacdo aos produtos apicolas, a geleia real, a apitoxina (veneno) e a
propolis, sdo utilizados como medicamentos e cosméticos, estdo sendo cada vez
mais procurados e valorizados, tendo mercados especificos (SILVA, 2018). A cera
sempre foi utilizada para cosméticos e velas artesanais, e seu mercado foi ampliado
para industrias de medicamentos e téxtil, bem como para fabricacdo de polidores e
vernizes, e embalagens de alimentos (SILVA; BRAZ, 2015). O mel e o poélen estédo
sendo muito pesquisados como alimentos nutracéuticos, ou seja, alimentos que
possuem compostos bioativos e que desempenham papeis importantes na saude
levando em conta & prevencao e o tratamento de doencas (FARIAS, 2016).

A geleia real apresenta acao biocatalizadora nos processos de regeneragao
de células no corpo humano, composta por proteinas, carboidratos, vitaminas,
horménios, enzimas e substancias minerais, sendo produzida pelas abelhas
operarias a partir das glandulas hipofaringeanas e mandibulares e € usada como
alimento das larvas e da rainha (FARIAS, 2016).

A prépolis é mundialmente reconhecida como um farmaco "natural® e
valorizada pela presenca de seus flavonoides, que sdo 10 vezes mais ativos que 0s
flavonoides de origem vegetal (SILVA; BRAZ, 2015). Ela é utilizada ha séculos e por
diferentes povos, como 0s egipcios, para embalsamar seus mortos e evitar a
putrefacdo dos corpos; pelos gregos e romanos, como agente antisséptico e
cicatrizante; e pelos incas, como antipirético. No Brasil, indios usavam a propolis
elaborada por abelhas nativas meliponas (geopropolis) na fabricacdo de ferramentas
e como dadiva em sepultamentos (De-Melo et al.,2014).

A apitoxina € o veneno das abelhas operarias, que € armazenado na base do
ferrdo e usado na defesa da colmeia. E uma substancia transparente, solGvel em
agua, composta de proteinas, aminodacidos, lipideos e enzimas. (PAULA NETO;
ALMEIDA NETO, 2006; SILVA, 2007). Esse veneno é comercializado para
laboratorios em gramas, e utilizado na fabricacdo de pomadas e vacinas. Porém, o
mercado desse produto é ainda bastante incipiente, mas com grande potencial de
crescimento (VILELA, et al., 2006; SILVA, 2007).
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O mel é produzido a partir da coleta de nectar e/ou secrecdes de partes vivas
das plantas, no qual é coletado, transformado e combinado com secrec¢fes proprias
das abelhas, para ser posteriormente armazenado nos alvéolos dos favos e
consumido por elas como alimento (PAULA NETO; ALMEIDA NETO, 2006; SILVA,
2007). E também utilizado como alimento humano, sendo um 6timo revigorante para
pessoas cansadas, bom para prevenir ou mesmo combater gripes e resfriados e
estd presente em varias formulacdes cosméticas, como shampoo, sabonetes;
cremes para o rosto e para a pele, creme dental, entre outros produtos (SEBRAE,
2006). Segundo Santos (2016), a sua producdo é uma atividade inovadora no
combate a mudancas climéticas, uma vez que, cada kg de mel produzido pode
neutralizar até 16kg de dioxido de carbono (CO2) que séo langcados na atmosfera.

O pdlen é fonte de proteinas, aminoacidos, vitaminas, acucares,
oligoelementos e enzimas. E utilizado pelo homem como complemento alimentar,
em casos de esgotamento fisico e/ou mental stress, depressdo, impoténcia,
prevencdo de problemas de préstata, anemias e queda de cabelos. As abelhas
usam o poélen como fonte de proteinas, para alimentar as crias e para producdo de
geleia real (SILVA, 2007).

2.2 Prépolis: caracteristicas gerais

O termo propolis é derivado do grego: pro — em defesa de, e polis — cidade.
Ela é utilizada pelas abelhas para fechar frestas da colmeia, embalsamar insetos
mortos e manter o ambiente asséptico. A propolis é tdo antiga quanto o mel, e tem
sido utilizada pelo homem ha séculos. Os primeiros registros da sua utilizacéo
remontam ao Egito antigo (1700 a.C.; “cera negra”) e era utilizada como um dos
materiais para embalsamar os mortos (ASSIMOS, 2014; FERREIRA, 2014;
PEREIRA et al., 2015; SILVA, 2018).

Em 1908 surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre as propriedades quimicas
e “composicao”, indexado no Chemical Abstracts (referéncia n. 192). Em 1968 surgiu
nessa mesma revista o resumo da primeira patente utilizando a prépolis Romena,
para a producéo de locbes para banho (Pereira, et al., 2002; FRANCO, 2011).

Ela € uma mistura complexa formada por um material resinoso e balsamico
de origem vegetal, coletada por abelhas de diferentes espécies a partir do exsudato
de diversas partes das plantas, como cascas e botdes florais e modificada ela
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adicdo de cera e secrecdes salivares (enzima 13-glicosidase) acarretando a hidrolise
dos flavonoides glicosilados em flavonoides agliconas. A propolis bruta geralmente
estd no estado sélido, sendo dura a 15°C e maleavel a partir dos 30°C. Suas
propriedades fisicas, como cor, odor e faixa de fusdo (60°C - 70°C) variam de uma
amostra para outra. A sua composi¢ao quimica varia devido a grande diversidade de
espécies vegetais brasileiras, como também a espécie de abelha coletora. Dessa
forma, estas caracteristicas irdo refletir nas diversas atividades biologicas e
farmacéuticas apresentadas por este produto (SILVA, 2009; CARDOSO, et al., 2015;
PETER et al. 2017; SALGUEIRO; CASTRO, 2016).

A prépolis, sob a forma de extratos, € preparada em solugdo aquosa e
solucéo alcoolica, a partir da prépolis in natura. A preparacdo de extrato etandlico,
segundo Park e colaboradores (1998) foi a que produziu melhores efeitos
farmacolégicos. Ela possui grande importancia medicinal e econdmica, sendo
comercializada em vérias preparacdes farmacéuticas e cosméticas, tais como:
comprimidos, pastilhas, dentrificios, lo¢cdes, cremes faciais, tinturas, pomadas, etc.
(BANKOVA, ET AL., 2000; PARK, et al., 2002; FRANCO, 2011)

Na area comercial, tanto a prépolis verde como a vermelha (Fig. 2), se
destacam no mercado nacional e internacional de produtos apicolas, sendo, o Brasil,
um dos principais produtores mundiais de prépolis, tem a maior parte da producao
exportada, especialmente para o Japdo. O pais possui condi¢cdes climaticas,
geograficas e caracteristicas da vegetacado que favorecem esta producédo (COSTA et
al., 2014; KOLC, 2014; SALGUEIRO; CASTRO, 2016).

Figura 2 — Amostra de propolis vermelha e verde.

y

Fonte: Antoninho Perri/Jornal da UNICAMP, 2011.

Apesar de o Brasil ser um dos maiores produtores de propolis do mundo, ele
ndo € considerado como um mercado atraente para a protecdo dessa tecnologia,

revelado através do pequeno numero de patentes de nado residentes, muito
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provavelmente pela falta de competividade tecnoldgica, sendo necessarios mais
incentivos, tanto dos produtores como das industrias, que visem aumentar o cenario
inovativo do pais (MACHADO ET AL., 2012; KARLA CAMYLA MORAIS DA SILVA,
2007).

A grande procura pela propolis verde se d4 em funcdo da presenca de um
composto quimico, Artepilina C (acido 3,5- diprenil-4-hidroxicindmico), o qual tem
despertado grande interesse em razdo de suas propriedades biologicas (atividade
anti-tumoral, pela promocdo da apoptose e cura da leucemia, favorecendo o
aumento da resposta imunolégica, além de apresentar atividade antimicrobiana e
antioxidante) (PAREDES-GUZMAN et al., 2003; SILVA, 2009).

Porém, tem-se uma preocupac¢do com um padrao definido para propolis in
natura ou para extrato em relacdo ao controle de qualidade (SILVA, 2009). No Brasil,
o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) juntamente com
representantes do Conselho Nacional do Agronegécio Apicola (CONABEE), da
Confederacédo Brasileira de Apicultura, associacdes, empresas, pesquisadores e
técnicos do MAPA elaboraram uma proposta afim de normatizar a identidade e os
requisitos minimos de qualidade a que deve atender a propolis. A Instrucdo
Normativa n. 3, de 2001 do Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal, do MAPA estabelece um padréo oficial que contempla a prépolis in natura e
o extrato de propolis. O Anexo VII desta Instrucdo fixa e descreve a composicao,
propriedades fisicas e quimicas (umidade, cera, cinzas, compostos fendlicos,
flavonoides e oxidacdo), caracteristicas sensoriais (aroma, sabor, consisténcia e
granulometria); acondicionamento e demais condicdes a que um extrato deve
obedecer para ser considerado apto para comercializacdo e consumo (auséncia de
contaminantes de origem sintética e aditivos, e critérios de qualidade higiénico
sanitarias) (MALASPINA; PALMA, 2000; BRASIL, 2001; SILVA, 2009).

Atualmente a propolis esta classificada em 13 grupos, essa divisédo é baseada
nas caracteristicas fisico-quimicas e em relacdo a sua localizagdo. A propolis
vermelha, oriunda dos manguezais do litoral e das margens de rios no Nordeste,

ocupa o 13° grupo (Tabela 1).



Tabela 1- Classificacdo da propolis brasileira.
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Prépolis Cor Origem Origem botéanica Composigdo quimica Referéncia
geogréafica
Grupo 1 Amarelo Sul (RS) PARK et al., 2002
Grupo 2 Castanho claro Sul (RS) PARK et al., 2002;
SILVA 2008
Grupo 3 Castanho escuro Sul (PR) Populus alba PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 4 Castanho claro Sul (PR) PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 5 Marrom esverdeado Sul (PR) PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 6 Marrom avermelhado Nordeste (BA) Hyptis divaricata Esteres de acido PARK et al., 2000 e
compostos aromaticos, 2002; SILVA 2008
0s graxos, Terpenos,
flavonoides
Grupo 7 Marrom esverdeado Nordeste (BA) PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 8 Castanho escuro Nordeste (PE) PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 9 Amarelo Nordeste (PE) PARK et al., 2000 e
2002; SILVA 2008
Grupo 10 Amarelo escuro Nordeste (CE) PARK et al., 2002
Grupo 11 Amarelo Nordeste (PI) PARK et al., 2002
Grupo 12 Verde ou marrom Sudeste (MG, SP) Baccharis Flavonoides, acidos PARK, 2006 e 2002;
esverdeado dracunculifolia fendlicos,cetonas, FUNARI e FERRO,
aldeidos 2006; MARCUCCI
aromaticos,Alcoois, ,2007; BANKOVA,
terpenos, acidos 2000; SOUSA, 2007
graxos,aminoécidos,
oligoelementos,
vitaminas B1, B2, B6, E,
C e hidrocarbonetos.
Grupo 13 Vermelha Nordeste (AL, Dalbergia Flavonoides: pinocem- SILVA et al., 2008;

Fonte: Arruda, 2019.

2.2.1 Composicdo quimica da prépolis

7

A prépolis é uma resina de coloracdo e consisténcia variada coletada por

abelhas da espécie Apis mellifera de diversas partes das plantas como brotos,

botdes florais e exsudatos resinosos, sendo composta basicamente de 47% resinas

(vitaminas, sais minerais, compostos fendlicos como: flavonoides, acidos graxos,

alcoois aromaticos, e ésteres), 30% ceras, 4-15% substancias volateis, 13%

sujidade e compostos desconhecidos e 5% podlen, aléem de microelementos como

aluminio, calcio, estroncio, ferro, cobre, manganés e pequenas quantidades de
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vitaminas A, B1, B2, B6, C e E, no qual, a propor¢cdo dessas substancias varia e
depende do local e da época da coleta (PARK et al., 2002; FUNARI; FERRO, 2006;
MENEZES, 2005; SILVA, 2009; DUARTE, et al., 2018).

O potencial biolégico da prépolis se deve a um sinergismo que ocorre entre 0s
muitos constituintes. Mais de 400 compostos quimicos ja foram identificados e eles
podem ser organizados em alguns grupos principais como: acucares, alcoois,
aldeidos, acidos e ésteres alifaticos, acidos graxos, aminoacidos, acidos aromaticos,
ésteres aromaticos, esteroides, cetona, charconas e D-hidrocharconas, flavondides
(flavonas, flavondis e flavononas), terpendides, gutiferonas, entre outros
(MARCUCGCI et al., 2001; LIMA, 2006; LOPEZ et al., 2014; DUARTE, et al., 2018).
No entanto, ainda pode conter substancias quimicas com funcées desconhecidas. A
investigacdo da composicdo quimica possibilita estabelecer a correlacdo de seus
constituintes e a atividade farmacoldgica destes (SOUSA, et al., 2006; SILVA, 2009).

Os flavondides (Fig. 3) sdo substancias arométicas constituidos por 15
atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, possuindo nessa estrutura trés
anéis aromaticos C6-C3-C6 (A, B e C), sendo o maior grupo de compostos isolados
da propolis (PEREIRA, 2008; SILVA, 2009).

Figura 3- Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Silva, 2009.

Algumas estruturas de flavonéides (Fig. 4) comumente encontradas ha
prépolis sdo: canferol, quercetina, isorramnetina e galangina sédo flavondis;
apigenina, luteolina e crisina sdo exemplos de flavonas; a pinocembrina € uma

flavonona e a pinobancsina € um diidroflavonol.



Figura 4- Algumas classes de flavonoides encontrados em prépolis.
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Fonte: Marcucci, et al., 1998.
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Ja os acidos fendlicos (Fig. 5), sd@o identificados por possuirem um anel
benzénico, um grupamento carboxilico e ainda um ou mais grupamentos hidroxilicos
ou metoxilicos, 0 que confere as caracteristicas antioxidantes. Sao divididos em trés
grupos principais, o primeiro e o mais simples encontrado na natureza € o acido
benzoico e derivados, que possuem sete atomos de carbono; os acidos cinamicos
formam o segundo grupo, e em sua estrutura estdo contidas as cumarinas; e 0s
acidos fendlicos, formando o terceiro grupo, podem apresentar-se tanto em sua

forma natural, ligados entre si ou com outros compostos (ARRUDA, 2019).

Figura 5- Exemplos de compostos fendlicos encontrados na prépolis.
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CH
HO o
OH OH
Acido p-hidrozibenzoico Acido cafeico Acido vanilico

Fonte: Marcucci et al., 1998.
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De maneira geral, a composi¢do heterogénea da propolis se da pelo grupos
quimicos (WALKER; CRANE, 1987; GREENAWAY et al., 1990; MARCUCCI, 1995;
FONTANA et al.,, 2000; BANKOVA et al. 2000; PEREIRA et al., 2002; PEREIRA,
2008):

a) Hidrocarbonetos superiores (penta-, hexa-, nonacosanoshexanos);

b) Alcoois (cindmicos, fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico);

c) Acidos alifaticos (acético, angélico, butirico, fumarico, isobultirico,
metilbutirico) e ésteres derivados (acetatos de isobutila, isopentila e isopentelina);

d) Acidos aromaticos (benzdico, cafeico, cindmico, cumaricos (-0, -m, -p,
ferdlico, galico, salicilico, 3-4-dimetoxicindmico, gentisico, hidroxicinamico,
isoferulico, vanilico) e ésteres aromaticos derivados (acetato de benzila, benzoato de
benzila, cafeato de benzila, cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato de
prenila, salicilato de benzila, cafeato de butenila, cafeato de butila, cafeato de
cinamila, cafeato de butila, benzoato de etila, benzoato de metila, salicilato de metila;
ésteres do &cido cafeico com alcoois graxos de cadeia longa - dodecanol,
tetradecanol, tetradecenol, hexadecanol);

e) Acidos graxos superiores tipicos de ceras (araquidico, behénico, ceroético,
lignocérico) e wusuais (palmitico, oleico, laurico, miristico) e seus eésteres
(hexacosilhexadecanoato);

f) Aldeidos (benzaldeido, aldeido caproico, vanilina, isovanilina,
phidroxibenzaldeido);

g) Cetonas (acetofenona e seus derivados);

h) Flavonas e flavondis (acacetina, apigenina, apigenina-7-metil éster, crisina,
galangina, galangina-3-metil éster, quercetina, canferol, tectocrisina, canferid; 3, 7,
4’, 5’tetrametil éter da quercetina);

i) Flavanonas (naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato,
pinobanksina-3-butirato, pinobanksina-3-metil éter, pinocembrina, pinostrobina);

]) Chalconas e diidrochalconas (alpinetina, naringenina, pinobanksina,
pinobanksina-3- acetato, pinocembrina, pinostrombina);

k) Terpendides (farnesol, geraniol, cimeno, limoneno, estireno, naftaleno, 3-
bisabolol, 1,8-cineol, derivados do clerodano, derivados do labdano, B-amirin,
sesquiterpendides, ledol, spatulenol, germacren);

[) Esterdides (acetatos de estigmasterol e calinasterol);



29

m) Aminoacidos (alanina, [-alanina, acido a-aminobutirico, acido—&-
aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, cistina, cisteina, acido
glutamico, glicina, histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina, metionina,
ornitina, fenilalanina, prolina, &cido piroglutdmico, sarcosina, triptofano, valina,
serina, treonina, tirosina);

n) Acucares (d-ribofuranose, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose, sacarose
e xilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturdnico, lactose, maltose, melibiose,
eritritol, inositol);

0) Lignanas (sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofurano);

p) Vitaminas (A, B1, B2, B6, C e E);

g) Minerais (sodio, potassio, magnésio, bario, estrbncio, cadmio, chumbo,
cobre, manganés, ferro, célcio, vanadio, silicio, aluminio, niquel, zinco, cromo,

titanio, prata, molibdénio, cobalto).

2.2.2 Composicao volatil da propolis

Compostos organicos volateis (COV) sdo moléculas pequenas de baixa a
moderada hidrofilicidade, de alta presséo de vapor e podem atravessar facilmente as
membranas celulares para serem liberados para a atmosfera (GRESSLER, 2010).
S&o compostos por uma mistura variavel de terpenoides, hidrocarbonetos de baixo
peso molecular, &cidos, alcodis, aldeidos, cumarinas, entre outras classes de
compostos. A atividade antimicrobiana dos 0Oleos essenciais tem sido atribuida
principalmente aos terpenos e derivados, sendo estes compostos capazes de
interagir com diferentes moléculas alvo e funcdes das células bacterianas. Varios
estudos tém avaliado a atividade antibacteriana destes compostos e relataram
diferentes mecanismos de a¢do, como inibicdo da sintese de acidos nucleicos, das
fungcbes da membrana citoplasmética e do metabolismo energético (PROBST,
2012).

A propolis possui em sua composi¢cado compostos volateis que desempenham
um papel importante ao contribuir para 0 aroma caracteristico e para as suas
atividades biologicas, porém, estdo em baixas concentragdes. Pesquisadores
aplicaram varios métodos para obter os volateis de propolis como destilacdo a vapor
ou hidrodestilacdo (BANKOVA; TRUSHEVA; POPOVA, 2014).
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Ainda assim, mesmo presentes em baixas concentracdes, podem dar valiosas
informagdes como, por exemplo, acerca da sua atividade antimicrobiana e das
classes de compostos presentes na fracdo volatil dos exsudatos vegetais utilizados
na sua elaboracéo, contribuindo, portanto, para a identificacdo da origem botanica
da prépolis. (TORRES, et al., 2008).

Estudos sobre 6leos essenciais de propolis brasileira indicaram a existéncia
de diferencas significativas na sua composicédo qualitativa, embora em todos eles a
presenca de sesquiterpenos tenha sido acentuada e, quase sempre, predominante.
Constituiram excecfes importantes em amostras de propolis de Pacajus (CE) e
Picos (PI), nas quais ocorreu uma predominancia ndo usual de hidrocarbonetos
alifaticos saturados, além de uma amostra de Prudentopolis (PR), que apresentou
monoterpenos como a classe dominante, sendo o p-cimen-8-ol 0 seu constituinte
majoritario (11,4%) (TORRES, et al., 2008). Os sesquiterpenos predominaram,
também, em uma amostra de propolis bulgara do tipo B—eudesmol e em duas
amostras originarias das Ilhas Canérias (Espanha). Nas amostras de prépolis das
llhas Canérias o nerolidol e o espatulenol foram os sesquiterpenos de maior
ocorréncia, seguidos do ledol e do (E)-cariofileno. O nerolidol (12,3%) e o
espatulenol (10,4%) foram também os constituintes majoritarios de uma amostra de
propolis produzida por abelhas indigenas sem ferrdo da espécie Tetragona clavipes
em Prudentépolis (PR) (BANKOVA, et al., 1995; BANKOVA, et al., 1998; BANKOVA,
et al., 1999).

A constituicdo dos compostos volateis de propolis depende, também, das
espécies de abelhas que a elaboraram. Estudos realizados por Pino, et al. (2006)
compararam os COV da propolis oriunda de abelhas Apis mellifera e abelhas sem
ferrdo Melipona beechei da mesma regido (peninsula de Yucatan, no México), tendo
sido identificados 120 substéncias, 21 delas presentes apenas na propolis de A.
melifera e outras 15 encontradas unicamente na propolis de M. beechei. Logo,
observaram diferengas acentuadas na composicdo de cada amostra, embora a
vegetacao existente nas regides onde elas foram coletadas seja similar, o que indica
que diferentes espécies de abelhas apresentam preferéncia por variadas fontes

botanicas para a elaboracdo da propolis.

2.3 Propolis Vermelha de Alagoas
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Segundo o Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) a “Propolis
Vermelha de Alagoas” (PVA) (Fig. 6) € um produto oriundo de substancias
resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas pelas abelhas da espécie Apis mellifera,
de brotos, flores e exsudatos predominantemente da planta Dalbergia ecastophyllum
(L) Taub. (Leguminosae, nome popular: Rabo de Bugio), de ocorréncia na regiao
litoranea e estuarino-lagunar do Estado de Alagoas, acrescidos das secrecdes
salivares desses insetos, além de cera e polén, para elaboracéo final do produto
cuja composicao apresente, entre outros compostos quimicos (Fig. 7), medicarpina,
vestitol, isoliquiritigenina, formononetina e dadzeina (ALTEC, 2013; DUARTE, et al.,
2018).

Figura 6 — Prépolis Vermelha de Alagoas.

Fonte: Autora, 2019.

Figura 7 — Algumas estruturas dos compostos guimicos encontrados na prépolis vermelha
de Alagoas.
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Alguns flavonoides e &cidos fendlicos da prépolis vermelha de Alagoas ja
foram identificados, séo eles: &cido galico, acido p-cumarico, acido cafeico, acido
ferulico, acido cinamico, 16-formononetina, quercetina, catequina, liquiritigenina,
dalbergina, crisina, pinocembrina, isoliquiritigenina, dentre outros (ASSIMOS, 2014;
DUARTE, et al., 2018).

O INPI outorgou em 17 de agosto de 2012, a Indicacdo Geogréfica (IG) —
Denominagao de Origem, para o dominio “Prépolis Vermelha e Extrato de Propolis
Vermelha”, categoria Mista, incluindo a designacdo do selo “Denominagao de

Origem — Manguezais de Alagoas”, conforme Figura 8 (ALTEC, 2013).

Figura 8 - Fac-simile da carta de outorga da IG-PVA, emitida em 2012 pela INPI.

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

REGISTRO DE INDICACAO GEOGRAFICA N° 1G201101

O INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL — INPI reconhece a denominagio
"MANGUEZAIS DE ALAGOAS" como INDICAGAO GEOGRAFICA para PROPOLIS
VERMELHA E EXTRATO DE PROPOLIS VERMELHA, concedendo o seu registro para os fins
e efeilos da protecho de que trata a Lei n* 9.279. de 14 de maio de 1996, nos seguintes termos

Espécie da Indicagdo Geografica DENOMINACAO DE ORIGEM
Apresentacao MISTA
Representagho

Natureza PRODUTO
Pals BRASIL
UF AL

Fonte: Altec, 2013.

Desde a déecada de 90, as propriedades quimicas da propolis vermelha dos
Manguezais de Alagoas comecaram a ganhar destaque nas bancadas cientificas do
Brasil. Porém, a Unido dos Produtores de Propolis Vermelha do Estado de Alagoas
foi constituida recentemente, no ano de 2010, para a protecdo e gestdo deste
importante patriménio (SEBRAE, 2016).

2.4 Propriedades bioldgicas e farmacolégicas da propolis
Como ja foi comentado anteriormente, a propolis tem sido objeto de estudos

farmacolégicos devido as suas diversas propriedades como: antimicrobiana,
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antiparasitaria, antifangica, antiviral, imunoestimulante, antioxidante, antitumoral,
antisséptica, espasmolitica, cicatrizante e anestésica. (LUSTOSA et al.,, 2008;
PEREIRA, 2008; LOPEZ et al., 2014; DUARTE et al., 2018).

Pereira et al. (2015), citam também outras diversas atividades
desempenhadas pela prépolis, como propriedades hepatoprotetoras, analgésica,
atividade estrogénica, atividade antiangiogénica e regenerativa de cartilagem e
ossos, através do estimulo na proliferacdo de condrdcitos. Com relacdo as
propriedades de regeneracdo tecidual como cicatrizacdo de Ulceras, feridas e
hepatoprotecdo, possivelmente estédo relacionadas com a atividade antioxidativa da
propolis.

O potencial biolégico estd diretamente ligado a composicdo quimica,
exercendo uma enorme importancia nas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas,
e esta possivelmente € o maior problema para o uso da propolis em fitoterapia,
tendo em vista que a variacdo da flora da regido, partes da planta e época da
colheita, a técnica empregada, assim como a espécie da abelha, modifica essa
composicao (PEREIRA, 2008).

No caso da Prépolis Vermelha de Alagoas, essas atividades se atribuem
principalmente aos isoflavonoides, acidos fenolicos, gutiferonas e terpenos (LOPEZ
et al., 2014; DUARTE, et al., 2018).

Aguiar et al. (2018), avaliaram a PVA frente a atividade anticolinesterase, no
qgual encontraram resultados positivos. Os autores propuseram que ela pode ser
usada como auxiliar em doencas degenerativas como Alzheimer.

Ja Santos, et al. (2016), estudaram o efeito neuroprotetor da prépolis
vermelha em modelo experimental da doenca de Parkinson com roedores, obtendo
resultados positivos com o uso de 10 mg/kg de propolis.

Estudos realizados por Nascimento, et al. (2009), observaram um aumento
relativo no valor do FPS (Fator de protecdo solar), quando incorporaram extratos de
propolis a um filtro solar quimico, obtendo uma maior prote¢cdo contra os raios

solares.

2.4.1 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante (capacidade ou potencial antioxidante) é um

parametro utilizado vastamente (em conjunto com outros) para caracterizar
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diferentes materiais biologicos. Esta atividade esta relacionada com compostos
capazes de proteger um sistema biologico contra os efeitos danosos de processos
ou reacdes que causam oxidacdo excessiva, envolvendo espécies reativas de
oxigénio (ERO), tendo como exemplo os radicais livres (ARNAO, 2000).

Um radical livre é uma espécie quimica que possui elétrons
desemparelhados, localizados nos atomos de oxigénio. Podem ser produzidos
através de reacOes metabdlicas, exposicdo a radiacdes ultravioletas, ingestao e/ou
inalacdo de substancias quimicas, podendo provocar alteracdes no corpo humano
através da oxidagdo de varias biomoléculas como o é&cido desoxirribonucleico
(DNA), vitaminas, proteinas e lipideos, podendo resultar em danos teciduais e
inclusive na morte celular (HALLIWELL, 2006).

Os antioxidantes sdo compreendidos por De-Melo et al. (2014), como
quaisquer substancias que, quando presentes em baixas concentracdes, em relacao
ao substrato oxidavel, retardam ou inibem, consideravelmente, a sua oxidagédo. Os
antioxidantes exogenos, quando presentes na dieta em quantidades significativas,
contribuem para a prevencdo de doencas graves e crbnicas, como alguns tipos de
cancer, cardiopatias, disturbios metabodlicos, doencas neurodegenerativas e
enfermidades inflamatérias associadas a formacdo de radicais, durante o processo
de oxidagao.

Uma variedade de métodos estdo sendo utilizados para determinar a
capacidade antioxidante (FERRONATO et al., 2006). Dentre esses métodos
destaca-se uma metodologia simples, rapida e informativa usando o DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) para determinar o potencial de neutralizacdo de radicais
livres. Assim, colocando-se os compostos testados em contato com a solugéao
contendo DPPH, é possivel monitorar a diminuicdo da absorbéancia ocorrida durante
a reacao (TEIXEIRA, 2003; CARVALHO, 2013).

Durante a medida da atividade antioxidante dois fatores devem ser levados
em consideracdo. O primeiro é que a eficiéncia do sequestro do radical é
determinada ndo apenas pela reatividade do antioxidante contra o radical, mas
também pela concentracdo. O segundo fator esta relacionado com o espectro de
acdo do antioxidante por sua vez modulado pela solubilidade (aquoso ou
organossolvente), por exemplo, a vitamina C (acido ascérbico) € um potente
sequestrador de radicais hidrofilicos, mas nédo de radicais lipofilicos (NIKI, 2002).
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A prépolis contém uma grande quantidade de compostos que possuem a
capacidade de remover o excesso de radicais livres (LIMA, 2006). Entre eles os
flavondides e outros compostos fendlicos. Esta acdo antioxidante se deve ao fato de
que os flavondides minimizam a peroxidacéo lipidica e o efeito dos radicais livres
(MARCUCCI et al.,, 1998; RUSSO et al., 2002). De fato, esses biopolifendis
demonstram interferir ndo apenas na propagacdo da reacdo, mas também na
formacdo de radicais livres, tanto quelando os metais de transicdo quanto pela

inibicdo de enzimas envolvidas na inicializacao da reacdo (RUSSO et al., 2002).

2.4.2 Atividade antineoplésica

A formacao de células neoplasicas pode ser induzida por radicais livres e 0
uso de farmacos anticancerigenos naturais como agentes quimiopreventivos tem
ganho uma crescente popularidade. Assim, compostos como os florotaninos, podem
ser utilizados para eliminar esses radicais minimizando o processo inerente a
formacao da neoplasia (LI et al., 2011).

Diversos compostos isolados da propolis apresentaram atividade inibitoria no
crescimento de diversos tumores. Matsuno (1995) constatou a atividade inibitéria de
um diterpeno (PMS-1) sobre hepatocarcinoma humano. MITAMURA et al. (1996),
estudando o efeito do PMS-1 sobre tumor de pele sugeriu que esta atividade esteja
relacionada com a inibicdo na sintese de DNA destas células. O éster fenetilico do
acido cafeico isolado de propolis, apresentou atividade antiproliferativa sobre a
linhagem de hepatocarcinoma Hep3B, mas mostrou-se ind6cuo quando adicionado a
culturas primarias de hepatécito de camundongo (JIN et al., 2005).

Outro composto, a crisina, também isolada de prépolis, mostrou-se efetiva
em inibir o crescimento de culturas da linhagem de glioma C6 de rato; as células
mantiveram-se estacionarias na fase G1 do ciclo celular (WENG et al., 2005).

Diversos outros compostos com atividade inibitoria sobre crescimento de
tumores foram isolados em outros estudos, como de TAKAI et al. (1996), MATSUNO
et al. (1997), BANSKOTA et al. (1998), KIMOTO et al. (1998), WEYANT et al. (2000),
entre outros. SUZUKI et al. (1996) e Orsolic et al. (2005) isolaram compostos
hidrossoluveis da prépolis que, atuando sinergisticamente, potencializaram a
atividade de drogas tumoricidas, inibindo assim o desenvolvimento de tumores

aciticos de Ehrlich.
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2.4.3 Atividade antiviral

Os compostos bioativos naturais e 0s seus derivados constituem uma
promissora alternativa aos farmacos ja existentes, dada a sua eficacia e limitados
efeitos colaterais (THOMAS; KIM, 2011).

A atividade antiviral da propolis e seus derivados ja foram descritos frente a
virus de importdncia em medicina e medicina veterinaria como o herpes virus
humano tipo 1 (HSV1) e dois, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus da
influenza aviaria, Herpes Virus Bovino (BoHV-5) e o Parvovirus Suino (PPV) e
demonstraram resultados promissores da propolis frente a virus patogénicos para
humanos e animais (PETER et al., 2017).

O autor ainda destaca que a atividade antiviral da propolis brasileira na
regido de fronteira com o Uruguai, sul do Brasil, também foi identificada,
especificamente contra o HIV. Os compostos melliferone (novo triterpenoide), os
acidos morbdnico, anwuweizonico, betulbnico, 4-hidroxi-3-metoxipropiofenona, 4-
hidroxi-3-metoxibenzaldeido, 3-(3, 4-dimetoxifenil)-2-propenal, 12-acetoxi tremetona,
acido 3B-hidroxi 3- desoximordnico e acido 3-O-(3', 3'dimetil succinil) morénico foram
isolados e testados quanto a atividade anti-HIV em linfécitos H9, no qual, o acido

moronico apresentou atividade anti-HIV significativa (TOMAZZOLI, 2015).

2.4.4 Atividade anti-hipertensora

A ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes tem sido apontada como
auxiliar na prevencao de doencas cardiovasculares. No que respeita a hipertensao,
uma das principais estratégias farmacoldgicas para controlar os niveis de pressao
sanguinea é o recurso a farmacos capazes de inibir a enzima conversora da
angiotensina | em angiotensina Il (vulgarmente designados de IECAS) (ABDALA,
2016).

As isoflavonas daidzeina, biochanina A, formononetina genisteina, vestitol e
neovestitol, encontradas na PVA (ALENCAR et al., 2007; DAUGSCH et al., 2008;
LOPEZ et al., 2014), apresentam relevantes acdes cardiovasculares como efeitos
vasorrelaxante, anti-hipertensivo, antioxidante e cardioprotetor (WANG et al., 2005;
WANG et al.,, 2006; JACKMAN; WOODMAN; SOBEY, 2007; ZHU et al.,, 2007,
MARTIN et al., 2008; GILANI et al., 2009; SUN; LIU; CAO, 2011; SUN et al., 2013)

motivo pelo qual sdo empregados no tratamento e prevencdo de doencas
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cardiovasculares, tal qual hipertenséo arterial sistémica (HAS) (DUNCAN; PHIPPS;
KURZER, 2003; JACKMAN; WOODMAN; SOBEY, 2007).

Estudos realizados por Herculano (2017), observou que o uso de extrato seco
de propolis vermelha (ESPV) promoveu uma hipotensdo em ratos, sem alterar a
frequéncia cardiaca, no que parece ocorrer devido a uma reducdo da resisténcia
vascular periférica através de acdes no endotélio vascular. A autora também relata
que a presenca de isoflavonas no ESPV eleva seu potencial terapéutico para

doencas que acometem o sistema cardiovasculas.

2.4.5 Atividade antidiabética

A diabetes mellitus (DM) é uma doenca metabdlica crénica causada por uma
deficiéncia (hereditaria ou adquirida) na producdo de insulina e/ou por uma
resisténcia periférica a acdo da insulina. Este fato resulta num aumento da
concentracdo de glicose na corrente sanguinea, o que pode danificar muitos dos
sistemas e tecidos (ABDALA, 2016).

Estudos realizados por Choi et al. (2011) investigaram os efeitos da
Artepilina C, presente na prépolis, na diferenciacdo de adipdcitos e regulacdo da
glicose em Adipocitos 3T3-L1. Os dados revelaram que a artepilina C estimula a
diferenciacdo de adipécitos e melhora o transporte de glicose nos adipdcitos,
induzindo a expressao e translocacao de GLUT1 e vesiculas GLUT4 em adipdcitos
3T3-L1 como um ligando PPARg. A artepilina C também reverteu a efeitos inibitorios

do TNF-a na diferenciacao de adipdcitos.

2.4.6 Atividade antiprotozoéaria

A propolis mostrou-se ativa contra Toxoplasma gondii, Trichomonas spp. e
Giardia lamblia (Dantas et al., 2006). Testes in vitro com extratos de propolis foram
realizados contra Trypanosoma cruzi e mostraram atividade contra as formas
epimastigotas desse parasita, sendo uma possivel alternativa para o tratamento da
Doenca de Chagas (Prytzyk et al., 2003). UNICAMP (2006) estudaram a atividade
da propolis brasileira no tratamento da leishimaniose observando ser eficaz em
culturas de macrofagos infectados, baseado nesse e em outros estudos requisitaram
patente para um método de tratamento para leishimania com prépolis brasileira.

Mais tarde outros estudos realizados com prépolis vermelha, oriunda do nordeste do
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Brasil, mostrou ser ativo contra leishimania sem ser toxico para os macrofagos
(Ayres et al., 2007).

2.4.7 Atividade antibacteriana

O surgimento cada vez maior de bactérias resistentes a antimicrobianos
comerciais tem levado a busca por substancias naturais eficientes na inibicdo do
crescimento de microrganismos patogénicos, de humanos e organismos marinhos e
as algas sao possiveis fontes de componentes farmacologicos (MAGALLANES et
al., 2003).

Aga et al. (1994) determinaram os compostos prenilados como 0s maiores
constituintes da prépolis brasileira e relatam que a atividade antibacteriana destes
compostos pode tornar-se maior com o aumento do numero de residuos prenil na
molécula.

Alguns estudos mostram que algumas bactérias sdo sensiveis a propolis,
sdo elas: Escherichia coli, Brucella melitensis, Shigella sonnei, Salmonella typhi,
Streptococcus mutans, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus sp., Micrococcus luteus, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica,
Salmonella enteritidis, Serratia marcescens, Providencia stuartii, Morganella
morganii e Providencia stuartii. (KUJUMGIEV et al., 1993; MIRZOEVA et al.,1997,
STEPANOVIC et al., 2003; UGUR; ARSLAN, 2004; RIGHI et al., 2011).

Bispo Junior et al. (2012) observaram efeito inibitério da propolis vermelha,
em baixas concentragdes, frente a Staphylococcus coagulase negativa; na
concentracdo de 1%, o extrato etanolico da propolis vermelha foi eficiente para

Proteus vulgaris, Proteus mirabilis e Shigela flexneri.

2.4.8 Atividade antifungica

Séo atribuidos a propolis também efeitos fungicidas e fungistaticos, sendo o
efeito  fungicida relacionado ao composto pinocembrina (METZNER,;
SCHNEIDEWIND; FRIEDRICH, 1977). Age contra dermatéfitos (CIZMARIK; TRUPL,
1976) e inibe a produgcdo da ocratoxina produzida por Aspergillus sulphureus
(BURDOCK, 1998).
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Diante do que foi dito por Bezerra (2015), varios estudos tém comprovado a
acdo da prépolis sobre leveduras, em especial sobre Candida albicans (VARGAS;
ARNDT, 2014; Bezerra, 2015).

Fernandes et al. (2007) avaliaram o efeito inibitério de extrato de proépolis
contra o crescimento do fungo Cryptococcus neoformans, considerando-o como

fungicida.

2.4.9 Atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria também é caracteristica da Propolis Vermelha de
Alagoas e estudos apontam que essa caracteristica estd ligada aos flavonoides e
esses compostos podem inibir a ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase, dessa
forma inibindo o processo inflamatério (NETTO et al.,, 2013). Bueno-Silva et al.
(2013) e Silva et al. (2017) demonstraram essa ac¢ao da PVA em sua pesquisa, pois
demostrou atividade inibitéria contra a migracdo de neutréfilos. E importante notar
que o extrato de propolis é tdo efetivo quanto o padrdo-ouro dexametasona a 10
mg/kg na prevencdo da migracdo de neutrofilos para a cavidade peritoneal,
demonstrando que possui um notavel potencial anti-inflamatério que deve ser
explorado no futuro.

Um dos mecanismos de acao deste produto na inflamacgé&o pode relacionar-se
com a inibicdo da enzima hidrofolato-redutase, possivelmente mediante o acido
cafeico da prépolis (FRANCO, 2011).

Pereira et al. (2015), falam que a propolis possui propriedades anti-
inflamatorias, as quais atuam contra doengas do sistema muscular articular e outros
tipos de inflamagbes, infec¢bes, reumatismos e torgdes. As substancias &cido
salicilico, apigenina, acido fellrico e galangina foram identificadas na propolis e séo
capazes de inibir a inflamacéo.

A prépolis e o mel também séo usados, em muitos paises, para o tratamento
de infeccbes das vias aéreas. Em modelos in vitro, extratos de propolis inibiram a
agregacdo plaquetaria e a sintese de eicosandides, sugerindo propriedades anti-
inflamatorias (Khayyal et al., 1993; Paulino et al., 2003).

Tani et al. (2010), investigaram pacientes com rinite alérgica e propuseram
que o0 extrato de propolis induz a supressdo da liberacdo de leucotrienos de
leucécitos periféricos. Os eicosandides sdo metabdlitos do acido aracdonico,
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fosfolipidio das membranas celulares, que séo liberados através da acao de certas
enzimas. As enzimas ciclooxigenases d&o origem as prostaglandinas e
tromboxanos e as enzimas lipoxigenases dao origem aos leucotrienos. Os
eicosandides se unem aos receptores de varios tipos celulares e podem mediar
virtualmente cada passo da inflamagéo (ROBBINS; COTRAN, 2005).

2.4.10 Atividade imunomodulatoéria

A proépolis atua como dessensibilizante nas alergias, tanto respiratéria como
dermatoldgicas e digestorias. (FERRO, 2006).

Conte (2017), aponta que a prépolis pode induzir aumento na atividade
antimicrobiana de macréfagos contra Paracoccidioides brasiliensis, contra
Samonella Typhimurium, de monécitos contra Candida albicans, e células
dendriticas contra Streptococcus mutans. Além de apresentar outras atividades
sobre o sistema imunologico, sendo capaz de modular os eventos iniciais da
resposta imune, induzindo a expressdao de moléculas importantes no
desenvolvimento da resposta imunoldgica, como os receptores semelhante a Toll
(TLR)-2 e TLR-4, a molécula co-estimulatéria CD80 e citocinas pré6 e anti-
inflamatérias, modulando vias do sistema complemento, ativando o fator de
transcricdo NF-kB, bem como aumentando a producéo de anticorpos.

Fischer et al. (2008), diz que a funcdo imunomoduladora da prépolis foi
evidenciada por diversos autores que adicionaram a prépolis a vacinas inativadas
de herpesvirus bovino tipo 5 BoHV-5 visando avaliar seu efeito adjuvante. Foi
observado que os bovinos que receberam vacina com propolis apresentaram niveis
significantemente mais elevados de anticorpos em relagdo ao grupo controle sem
prépolis. Ocorreu a resposta imune celular nos camundongos que receberam a
vacina com a propolis e, posteriormente, verificaram incremento na resposta imune
celular e humoral nos camundongos que receberam vacinas contendo extrato
etandlico associado ao antigeno (SuHV-1) e hidréxido de aluminio. Outros efeitos
benéficos promovidos pela prépolis, ao sistema imune de camundongos foram o
aumento na permeabilidade das membranas mitocondriais, aumento na atividade
dos linfocitos Natural 45 Killer (NK), atividade imunossupressora, aumento no
namero total de linfocitos T auxiliares, dentre outros.

Estudos realizados por Volpert e Elstner (1996) afirmaram que o sistema de
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enzimas mieloperoxidase e NADPH oxidase era inibido pelos extratos de prépolis.
Em 2008, Missima e Sforcin verificaram que a propolis tinha efeito
imunomodulador, principalmente aumentando a producdo de H202 por macrofagos
obtidos de ratos. A destruicdo de microrganismos pela fagocitose nas células
depende em grande parte por mecanismos dependentes de Oxigénio. Nos
lisossomos de neutrofilos e macrofagos através do sistema da enzima NADPH
oxidase gera-se H202 e na presenca do Cl e da enzima mieloperoxidase, converte-
se 0o H202 em hipocloreto (HOCI), potente agente antimicrobiano agindo pela
halogenacdo (ROBBINS; COTRAN, 2005).

2.5 Extracdo de compostos volateis

Os dleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis em sua
maioria, mono e sesquiterpenos. Geralmente, odoriferos e liquidos em
temperatura ambiente, sdo responsaveis pela interacdo entre os vegetais e 0 meio
no qual habitam, desempenhando funcdes como atracdo de polinizadores,
protecdo da planta contra altas temperaturas, dentre outras (SAITO; SCRAMIN,
2000). A obtencédo desses Oleos a partir de matérias primas de origem vegetal é
uma atividade de grande interesse para a industria de alimentos, perfumes,
cosmeéticos, farmacéutica entre outras. Os compostos presentes nos 6leos volateis
apresentam diversas propriedades que os tornam altamente valiosos, seja para
fins medicinais, aromatizantes para alimentos, corantes ou para a fabricacdo de
perfumes (MARTINEZ, 2005).

Como descrito anteriormente, a composicdo da propolis é variavel
gualitativa e quantitativamente dependendo da ecoflora de cada regidao. A
quantidade e composicdo destes Oleos essenciais podem variar tanto a nivel
genético e fisioldégico, como também devido a fatores externos, entre os quais,
condicbes de cultivo, colheita, condicbes poOs-colheita e fatores ambientais
(LUBBE; VERPOORTE, 2007; COSTA, 2008). Além disso, outros aspectos que
podem contribuir na variacdo quimica da prépolis: o tipo e tempo de extracdo
(quente, frio ou com diferentes fontes de aquecimento) ou mesmo o tipo de
solvente com a qual a propolis é extraida (PARK et al., 1998), metodologia de
conducdo de ensaios e época do ano em que foi produzida. Diversos autores

comprovam que ao se modificar o tipo de extragdo, tempo ou mesmo o solvente,
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0S componentes quimicos da propolis variam podendo influenciar sobre o maior ou
menor grau de atividade biolégica (TRUSHEVA; TRUNKOVA; BANKOVA, 2007;
VIEIRA, 2012).

Dentre as técnicas para extracdo de Oleos essenciais, destaca-se a
hidrodestilacdo, da qual encontram-se registros de 3000 a.C. (FRASER; WISH,
1997). Esta técnica laboratorial consiste no contato direto da agua quente com o
material a ser extraido. No entanto, essa técnica apresenta como desvantagem
uma perda de volateis relevante durante esse tipo de extracdo (GOMES, 2003).

Outra técnica de extracdo que pode ser utilizada, para a caracterizacdo e
comparacao dos constituintes quimicos volateis, € o Headspace, que consiste no
aguecimento de uma quantidade de amostra em um frasco proprio para analise,
onde a amostra fica lacrada, seguido da coleta da fracdo volatil na parte superior
do material vegetal. Este método de extracdo permite que O processo ocorra a
temperaturas mais baixas, reduzindo a probabilidade de degradacdo dos
componentes volateis, assim como a nao utilizacdo de solventes organicos sendo
empregada pequena quantidade da amostra para esse tipo de analise (SOARES;
COSTA, 2017).

Abaixo estao descritos esses métodos de extracdo que foram utilizados no
estudo deste trabalho.

2.5.1 Hidrodestilacéo

O processo de hidrodestilacao resulta na extracao do 6leo essencial (OE),
que também é chamado de 6leo volatil (BURT, 2004). Os oleos essencias sdo, em
geral, misturas complexas de compostos organicos, a maioria volatil (90-95%), e séo
responsaveis pelas caracteristicas odoriferas e flavorizantes do material vegetal
(GRESSLER, 2010).

Esta técnica baseia-se no aquecimento do material vegetal em agua, fazendo
com que os produtos volateis sejam arrastados juntamente com o vapor d’agua por
um sistema tipo Clevenger (Fig. 9) (PACHECO et al., 2008). Esses aparelhos séo
amplamente utilizados para esta técnica por recomendacdo da OMS (Organizacéo
Mundial da Saude), devido a praticidade e ao baixo custo (WHO, 1998), sendo esse,

0 método mais empregado para extrair COV.
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Figura 9 — Sistema de Clevenger.

condensador
(dedo frio)

Fonte: Google imagens.

Esta técnica utiliza agua aquecida para promover a volatilizacdo dos
compostos volateis e € normalmente realizado num periodo de 4 horas
(GRESSLER, 2010). Se este for visivel, seu volume é medido e coletado em frasco
para posterior analise de seus compostos. Se o 6leo nao for visivel, ou seja, caso
permaneca parcialmente miscivel em &agua, coleta-se o material e procede-se a
extracdo com uso de funil de separacédo com éter etilico (PACHECO et al, 2008). No
entanto, apesar da hidrodestilacdo ser menos dispendiosa quando comparada com
as outras técnicas de destilacdo, o fato de haver aquecimento direto leva a
ocorréncia de degradacdes e/ou oxidacbes do material vegetal e consequente perda
de alguns constituintes do 6leo essencial (GOLMAKANI; REZAEI, 2008; FERREIRA,
2014).

2.5.2 Extracao por Headspace

A extracdo por headspace (HS — headspace ou espaco confinado, que é
definido como sendo constituido dos compostos volateis contidos na fase de vapor
sobre uma solugédo em equilibrio, mantida em ambiente fechado) (DAMASCENO,
2007) € um método néo destrutivo de extracdo de COV, dando um perfil mais
realistico da composi¢cdo volatii do material (THOLL et al., 2006). A principal
vantagem dessa técnica € a possibilidade de determinacdo dos componentes
volateis na amostra a ser estudada de forma direta, ou seja, através da introducéo
da amostra no cromatografo a gas sem pré-tratamento (LOLI, 2004).

Neste processo, 0s constituintes volateis da amostra sdo primeiramente

transferidos para a forma gasosa com posterior analise por cromatografia gasosa
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(GRESSLER, 2010). Esse método utiliza apenas uma pequena quantidade de
massa de material para extragdo, ndo utiliza solventes e é capaz de extrair
compostos volateis de menor abundancia. Essa técnica pode ser dividida em
estatica, dindmica e acoplada a microextracdo em fase sélida (HS-SPME)
(GRESSLER, 2010; THOLL et al., 2006).

No modo estédtico, a amostra € inserida num frasco o qual é
hermeticamente selado e este frasco € inserido num forno de temperatura
controlada. Neste sistema, os COV sao capturados e, apds o equilibrio ser
estabelecido, parte destes COV da atmosfera saturada é removida com o auxilio de
uma seringa e injetada no GC para analise (GRESSLER, 2010).

O modo dinamico é o mais utilizado para extracdo por headspace. O
método utiliza um fluxo continuo de um gas inerte (geralmente gas hélio) através da
amostra. Os COV sao capturados num adsorvente, que pode ser de Varios
materiais, concentrando-os. ApOs este processo, uma etapa de dessorcao,
geralmente térmica, é necessaria (THOLL et al., 2006).

Ja 0 método de extracdo por headspace acoplado a microextracdo em fase
sélida (HS-SPME) utiliza uma fibra de SPME, que pode ser de varios materiais e
didametros, para adsorver e concentrar os COV. Este método integra extracao e
concentracdo num Unico passo, resultando num alto desempenho analitico e menor
manipulacdo da amostra (GRESSLER, 2010).

Embora as técnicas de headspace tenham sido recomendadas para evitar
artefatos, também foram apontadas as dificuldades em obter dados quantitativos
usando esse método. No entanto, é bem aceito que a técnica headspace permite a
analise de um alto nimero de amostras em um tempo relativamente curto, aliada a
procedimentos répidos e simples de preparacdo de amostras e é faciimente
automatizada (JORGE; TRUGO, 2003).

2.6 Identificacdo de compostos volateis por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM)

A cromatografia gasosa é a técnica mais comum para a caracterizacao de
compostos organicos volateis, sendo um método sensivel de deteccao
(GRESSLER, 2010).
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Em razdo da variedade de func¢des quimicas presentes na mistura de
compostos volateis na propolis vermelha, o CG-EM precisa ser capaz de cobrir um
largo espectro de constituintes, desde néo polares a polares. A cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas € uma ferramenta amplamente
utilizada para a identificacdo desta variedade de compostos, pois se mostra capaz
de separar e identificar compostos halogenados, sulfatados, ndo-halogenadas e
nao-sulfatadas (GRESSLER, 2010; HATTAB et al., 2007).

A analise dos compostos volateis é realizada pela comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os das bibliotecas disponiveis (Wiley, NBS,
NIST e Mass Finder), com os da literatura e/ou por co-injecdo de padrdes
comerciais (GRESSLER, 2010).

2.7 Reaproveitamento residual da prépolis

Muitos tipos de solvente podem ser utilizados para extrair componentes de
interesse da propolis, isto é, dissolver e separar a parte resinosa e balsamica, que
contém os principios ativos, dos componentes insolUveis e com pequena ou nula
atividade farmacoldgica, que é a parte residual, formam a chamada borra da
propolis. No entanto, nem sempre, as condi¢cdes de extracdo proporcionam um bom
aproveitamento da propolis bruta, pois uma quantidade consideravel dos
constituintes sollveis da prépolis pode ser perdida na borra apds a separacdo do
extrato liquido (MARIANO, 2014).

Segundo Brand (2015), esse residual descartado pelos apicultores como lixo
incomodo € possivel obter um po6 de alto potencial medicinal e alimentar, pois é

portador de muitas substancias biologicamente ativas:

ARGUMENTOS

I. Ainda contém a maioria das substancias ndo retiradas no processo de
obtencdo do extrato da propolis e outras permanecem intactas, pois sao insoluveis
no alcool.

Il. Possui em sua massa uma quantidade apreciavel de pélen.

[ll. A cera componente da prépolis bruta ndo é dissolvida pelo solvente alcool

etilico, portanto permanece no residual. Na literatura encontramos numerosos
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trabalhos demonstrando os valores dos componentes quimicos da cera das abelhas,
principalmente o &cido palmitico.

IV. Junto o material recolhido pelas abelhas nas plantas as resinas
(metabdlicos secundarios) vem agregados muitos tecidos vegetais (tricomas, células
de revestimento, etc..) que tem valor biofitoterapicos e que fazem parte do residual
(Borra).

V. A propolis bruta quando ingerida diretamente pelos animais é fracamente

assimilavel o que ndo acontece com o residual que é facilmente absorvido.

POSSIVEIS APLICACOES DO RESIDUAL

a) Como antiviral e bacteriano.

b) Conservacao dos alimentos.

c) Contém inumeras substancias necessarias a formacdo dos grupos
prostéticos da proteina (coenzima). Importantes no metabolismo animal.

d) Medicamento barato que podem fazer parte das racdes de animais
(mantém a sanidade principalmente dos animais em confinamento).

e) Reduzir a poluicdo ambiental (exemplo: neutraliza a dioxina, um poluente
encontrado em aguas das cidades industrializadas).

f) Contém fitoalexinas, plataformas quimicas para a formag¢do de horménios
vegetais (fitohormonios).

g) Tem na sua composicao inumeros microelementos, de alto valor nas dietas

alimentares de animais e humanos.

DIFICULDADES

a) Obtencéo do produto da matéria prima (borra), o residual € normalmente
descartado, pois o seu valor é desconhecido e como tal ndo € comercializado.

b) A dificuldade técnica da transformacdo do residual em p6 seco para que
possa ser aplicado. Do residual deve ser retirado o alcool remanescente, seco e
fragmentado até se tornar pd para que possa ser misturado a racdo animal ou
mesmo humana.

c) Cultural: dificuldade ou desconhecimento dos apicultores em aplicar

técnicas ou cuidados para obter prépolis bruta higienicamente e sem impurezas.
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d) Pesquisas: embora o Brasil seja o pais campedo mundial de diversidades
de prépolis (tanto de Apis como de abelhas sem ferrdo) o nimero de pesquisas é

reduzido, principalmente nas suas aplicacdes praticas.

Com base no exposto, faz-se necessario que aumente o interesse de
pesquisa, por parte dos produtores, pesquisadores e industrias apicolas, dessa
fracdo residual, visto que, ao final da producdo dos extratos de propolis a borra
normalmente é descartada podendo ainda apresentar um grande potencial
farmacoldgico e alimentar e ser utilizada na producéo de produtos inovadores como

nutracéuticos e dermocosmeéticos.
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3. OBEJTIVO

3.1 Objetivo geral
Extrair o 6leo essencial da propolis vermelha de Alagoas (PVA), preparar
extratos etandlicos e aquoso dessa propolis, realizando suas caracterizagdes fisico-

quimicas, fitoquimicas, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana.

3.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato oleoso de propolis vermelha (OEPV);

e Preparar o extrato etandlico de propolis vermelha (EEPV);

e Obter o extrato aquoso da propolis vermelha (EAPV) e o extrato etandlico da
borra de propolis (EEBPV);

e Caracterizar fisico-quimicamente o EEPV, EEBPV, EAPV e 0 OEPV;

e Analisar a estabilidade térmica da PVA por TGA e determinar seu teor de
cinzas;

e Avaliar atividade antioxidante do EEPV, EEBPV, EAPV e OEPV, através da
técnica de DDPH;

¢ Quantificar a concentracao de fendis e flavonoides do EEPV, EEBPV, EAPV e
OEPV;

e Avaliar atividade antibacteriana do EEPV, EEBPV, EAPV e OEPV;

e Caracterizar o OEPV através de CG-EM

e Extrair por HS-SPME os compostos volateis da prépolis vermelha;

e Caracterizar o EEPV, EEBPV e EAPV em UPLC-DAD.
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4. METODOLOGIA

O fluxograma do planejamento experimental desse estudo pode ser

observado abaixo na Figura 10:

Figura 10 - Fluxograma do planejamento experimental

Prépolis bruta |
5 Obtengao do
Obtengdo do ¢
EE%’V EOPV Borra
I
| |
Rendimento Obtengao 5
. Obtencao do
do éleo do EAPV EEBPV
J
GC-MS
TGA e teor de
cinzas
f Teor de umidade e
l sélidos totais
[ Teor de ceras ]—
[ Fenois, Flavonoides e Antioxidante ] l UPLC-DAD l [ Microbiolégico ]
I |
| | |
(eepv ) [ eespv | [ EaPv | [ EOPV | (eepv ) [ eespv | [ EAPv | [ EOPV |

Fonte: Autora, 2019.

4.1 Caracterizacdo da area de estudo: Marechal Deodoro

A matéria-prima vermelha da propolis obtida do apiario Primavera na cidade
de Marechal Deodoro, Estado de Alagoas, Brasil, com coordenadas geograficas de
latitude sul: 9° 42.258', latitude oeste: 35° 54.391' e altura de 35,5 metros acima do

nivel do mar.

4.2 Coleta e armazenamento da PVA

A amostra de propolis vermelha (5009) foi obtida dos apiarios localizados na
regidao de mangue do municipio de Marechal Deodoro-AL, sendo coletada no més de
dezembro de 2018, acondicionada em saco plastico opaco, hermeticamente fechado
e conservado sob refrigeracdo (entre -10 e -5°C) até o momento das analises,

visando evitar perdas dos constituintes volateis.
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4.3 Extracdo dos compostos organicos volateis (COV)

Foram pesados 100g de prépolis vermelha bruta, triturada e adicionada a um
baldo de fundo redondo contendo 1L de &gua destilada, sendo submetida a
destilacao por arraste a vapor em aparelho de Clevenger por um periodo de 5 horas
(GRESSLER, 2010) (Fig. 11).

Figura 11 — Aparelho de Clevenger.

Fonte: Autora, 2019.

Com o processo de hidrodestilacdo, foi obtido o 6leo essencial, que em
seguida foi tratado com sulfato de sédio anidro para eliminacao da agua residual. O
6leo, no final do processor, foi armazenado em vial ambar para posterior analise.

Afim de se obter uma analise qualitativa do 6leo da prépolis vermelha, 1uL
do Oleo obtido foi injetado no CG-EM modelo SHIMADZU GC-2010 com as
seguintes condi¢cbes cromatograficas: coluna do tipo capilar Rtx-5 (ligacdo cruzada
5% Difenilo/95% Dimetil polissiloxano) 30 metros de comprimento e 0,25 mm de
diametro interno; temperatura do injetor de 150°C e do detector de 280°C;
programacao da temperatura do forno de 75°C a 200°C (6°C/min); volume de injecao
de 1,0uL; split de 1:10; gas de arraste He, a um fluxo constante de 0,5 mL/min. O

modo de ionizacao utilizado foi impacto eletrénico (70 eV) (SOUSA et al., 2006).
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A identificacdo dos constituintes quimicos foi baseada na comparagcédo dos
espectros de massas de compostos de referéncia das bibliotecas NIST11.lib
(National Institute of Standards and Technology) disponivel no equipamento.

A partir do 6leo essencial obtido nessa hidrodestilacdo, preparou-se uma
solugdo estoque na concentracdo de 8 mg/mL, armazenando-a sob refrigeracéo
para analises posteriores. Afim de se reaproveitar todo o material, a prépolis
remanescente, apés a hidrodestilacéo, foi filtrada e tanto a fracdo aquosa como a
borra de prépolis, foram armazenadas sob refrigeracdo para realizacédo dos estudos.

A figura 12 mostra o fluxograma da obtencéo dos 6leos essenciais.

Figura 12 — Fluxograma da obtenc¢&o dos Oleos essenciais.
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Fonte: Autora, 2019.

4.4 Rendimento do COV
O residuo organico (6leo essencial) foi pesado obtendo a massa para o

calculo do seu rendimento conforme equacao 1 (COSTA et al., 2017):

Equacgéo 1
%ROw=M

Bm

Onde:
%ROu= rendimento do 6leo

M= massa do o6leo extraida (mL)
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Bm= biomassa vegetal (g)

4.5 Extracdo por Headspace

A analise foi realizada pelo método HS-SPME no sistema GC-MS (Shimadzu),
composto pelo GC2010 cromatografo a gas e quadripolo QP2010S espectrometro
de massa, de acordo com KASKONIENE e colaboradores (2014) tendo algumas
modificacdes.

Uma aliquota da amostra do Oleo de propolis vermelha foi adicionada a
ampola de 10 mL, selado imediatamente com septo de silicone e em seguida foi
submetida a aquecimento até a temperatura de 40°C permanecendo por 10 minutos,
a fim de garantir o equilibrio dos comspostos volateis na ampola.

Posteriormente, acoplou-se a fibora de SPME a ampola que continha o OEPV
deixando-a exposta durante 1 hora, a fim de capturar os compostos volateis por
adsorcdo. Passado o tempo, a aliquota da fase gasosa acima da amostra em estudo
foi injetada no injetor do cromatégrafo a gas (CG-EM). Foram definidas as seguintes
condi¢cBes do equipamento para analise: coluna ZB-5HT (15 metros de comprimento
e 0,32 mm de diametro interno), temperatura de incubacdo 40°C, tempo de
incubagédo 10 min., a temperatura do injetor foi mantida em 250°C. O gradiente de
temperatura do forno comecgou a 50°C por 3 min e depois aumentada para 310°C a
2°C mint. O gas hélio foi usado como géas de arraste com uma vazao constante de
3,0 mL min?. A identificacdo dos compostos foi realizada de acordo com seus

espectros de massa.

4.6 Preparo dos extratos de PVA
Para este estudo, foram preparados trés extratos para as analises

experimentais.

4.6.1 Extrato etandlico da prépolis vermelha bruta
A propolis bruta foi limpa, retirando qualquer impureza, cortada em pequenos
pedacos, pesada em balanca analitica a quantidade correspondente de 30g do

material.
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A amostra foi submetida ao processo de maceracdo com alcool de cereais
(100mL) a temperatura ambiente, com troca do solvente de 24 em 24 horas durante
5 dias.

O material foi filtrado e rotaevaporado a 65°C para evaporacdo do solvente
obtendo-se como produto final, o extrato etandlico de propolis vermelha (EEPV). Em
seguida foi acondicionado sob refrigeracdo em recipientes de vidro protegido da luz
e devidamente identificados para conservacdo dos constituintes da prépolis e

posterior analises.

4.6.2 Extrato etandlico da borra de prépolis vermelha

Apos a hidrodestilacao, a borra da propolis (Fig. 13) foi seca em estufa a 30°C
durante 3 horas, afim de eliminar a maior parte da umidade.

O extrato etandlico da borra de propolis vermelha (EEBPV) foi obtido a partir
da borra de prépolis seca e o preparo do extrato foi realizado conforme a

metodologia anterior.

Figura 13 — Borra de propolis vermelha seca apoés hidrodestilacéo.

Fonte: Autora, 2019.

4.6.3 Extrato aquoso da prépolis vermelha
O EAPV foi obtido pela decoccdo da prépolis bruta em aparelho de
Clevenger, no qual, ao término do procedimento, o material foi filtrado e armazenado

sob refrigeracao.
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4.7 Teor de umidade

A determinacdo da perda por dessecacao foi realizada por meio de balanca
eletronica de umidade com secador infravermelho Shimadzu MOC-120H®, utilizando
0 método gravimétrico.

Pesou-se cerca de 1g das amostras solidas e 1mL dos extratos, tomando-se
0 cuidado de distribuir o material de maneira uniforme pelo prato da balanga.
Definiu-se a temperatura de secagem de 105°C por tempo suficiente para que o
material fosse completamente seco até massa constante.

O teor de umidade foi calculado pela relagdo do volume de agua obtido em
funcdo da massa de amostragem e os resultados foram obtidos a partir dos valores
meédios de trés determinacdes. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.8 Analise termogravimétrica (TGA) e teor de cinzas

A andlise termigravimétrica e o teor de cinzas da prépolis vermelha bruta
(PVB) e da cera residual de propolis vermelha (CRPV) foi determinado em
equipamento Shimadzu TGA-50® afim de avaliar e correlacionar suas perdas de
massa. Usou-se um cadinho de platina, atmosfera de nitrogénio, com vazao de 20
mL/min, entre as bandas de temperatura de 25 a 900°C, com taxas de aquecimento
de 10°C/min. A massa inicial das amostras analisadas foram aproximadamente 5

mg.

4.9 Teor de ceras

A metodologia foi realizada com algumas modificacbes, de acordo com
BRUSCHI e colaboradores (2002).

Pesou-se, em balanca analitica, 1g de propolis bruta triturada e colocada em
frasco de vidro, acrescido de 10mL de alcool etilico. O frasco com o material foi
submetido a aquecimento até ebulicdo do alcool por 5 minutos, repetindo o
procedimento por trés vezes. A fracdo alcodlica foi desprezada e a amostra de
prépolis remanescente foi seca em estufa a 80°C durante 2 horas, e submetida a
nova pesagem apos arrefecimento. O mesmo procedimento foi realizado com a
borra de propolis vermelha.

O célculo da porcentagem de cera foi determinado pela equacao 2:
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Equacéo 2

%Cera= (P3 — P2)
P1

Onde:

%Cera= percentual de cera

P1= massa inicial da amostra (Q)
P2= peso do elermeyer (g)

Ps= peso do elermeyer + cera ()

4.10 Quantificacao de fenois totais

4.10.1 Construcédo da curva de calibracao

A determinacdo do conteudo total de fenois foi realizada de acordo com o
método de Folin-Ciocaulteau (RFC) descrito por Woisky (1998), com algumas
modificacdes. Construiu-se a curva padrao de calibracdo utilizando-se acido gélico
em diferentes concentracdes (2,0, 3,0, 4,0 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 yg/mL). Adicionou-
se para um baldo volumétrico de 5 mL, contendo 3 mL de &gua destilada, uma
aliquota correspondente a cada concentracédo e 0,4 mL de RFC. Homogeneizou-se
levemente por 15 segundos e no intervalo de 1 a 9 minutos, adicionou-se 0,6 mL da
solucdo saturada de carbonato de sédio (Na2COs) 20%. Completou-se com agua
destilada até o menisco e homogeneizou-se por mais 15 segundos. A reacao
ocorreu no escuro por 2 horas para que ocorresse a oxidacao de fendis. A presenca
de fendis € observada pela mudanca de coloracdo, de esverdeado para azul. A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 760 nm.

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

4.10.2 Teor de fenois totais dos extratos de PVA

A partir da solucdo estoque (8 mg/mL do EEPVA, 8 mg/mL da EEBPV, 8
mg/mL do EAPVA e 8 mg/mL do OEPV), diluiu-se cada extrato em balbes de 5 mL
com concentracgdo final de 10 ug/mL.

Em outro baldo volumétrico, adicionou-se uma aliquota de extrato, contendo 3
mL de agua destilada. Em seguida, utilizou-se a mesma metodologia descrita no

item acima. Os valores das absorbancias obtidos com as leituras das amostras
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foram substituidos na variavel y, da equacdo y= ax+b, onde y € o valor da
absorbancia, a é o coeficiente linear, x é o valor da concentragéo de acido galico e b
o coeficiente angular (SILVA, 2019).

O branco das amostras foi feito com uma pequena aliquota de agua + RFC +
etanol absoluto + Na2CO3 20%.

Para calcular a porcentagem de fenois totais presentes nas amostras

analisadas utilizaram-se as formulas 3 e 4:

Equacéo 3 Equacéo 4
C= Absorbancia — A %= C x 100
B M

Onde:

%= percentual de acido galico;

C = concentragao de acido galico em pg/mL;
M = Massa da amostra yg/mL

A = coeficiente linear da equacao da reta;

B = coeficiente angular da equacao da reta,

4.11 Quantificac&o de flanovoides totais

4.11.1 Construcédo da curva de calibracao

A determinacgédo dos flavonoides totais foi realizada de acordo com 0o método
de cloreto de aluminio, descrito por Woisky (1998), com pequenas alteragdes.
Construiu-se a curva padrao de calibracdo utilizando-se quercetina em
concentragcdes correspondentes de 4,0 até 14 pg/mL. Adicionou-se em um baldo
volumétrico de 5 mL, contendo previamente 3mL de metanol uma aliquota de acordo
com cada concentracdo e 0,1 mL da solucdo de cloreto de aluminio (AICls) (5%). O
volume final completado com metanol, em seguida agitou-se levemente por alguns
segundos e deixou a reacdo acontecendo no escuro. Apés o tempo de 30 minutos
fez a leitura em espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 425 nm. Calculou-se

a equacao da reta pelo método dos minimos quadrados.
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4.11.2 Teor de flavonoides totais dos extratos de PVA

A partir da solugédo estoque (8 mg/mL do EEPVA, 8 mg/mL da EEBPV, 8
mg/mL do EAPVA e 8 mg/mL do OEPV), diluiu-se cada extrato em baldes de 5 mL
com concentracao final de 100 pg/mL.

Em outro baldo volumétrico (5 mL), adicionou-se uma aliquota de extrato
contendo previamente 3 mL de metanol. Posteriormente, 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 equacdo y= ax+b, onde y
€ o valor da absorbancia, a € o coeficiente linear, x € o valor da concentracdo de
quercetina e b o coeficiente angular (SILVA, 2019).

O branco das amostras foi feito com uma pequena aliquota de metanol +
AlCls.

Para calcular a porcentagem de flavonoides totais presentes nas amostras
analisadas, utilizou-se as equacdes 3 e 4 descritas anteriormente:

Equacao 3 Equacéo 4
C= Absorbancia — A %= C x 100
B M

Onde:

%= percentual de quercetina;

C = concentracdo de quercetina em pg/mL;
M = Massa da amostra yg/mL

A = coeficiente linear da equacao da reta;

B = coeficiente angular da equagao da reta;

4.12 Avaliacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade sequestrante do radical DPPH foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita por Sales (2012), com modificagbes. Preparou-se uma solucao
0,1 mM de radical DPPH (Sigma Aldrich) em etanol absoluto e foi armazenada em
vidro ambar. Em solucéo etandlica o radical DPPH tem coloracdo violeta, que ao
entrar em contato com a amostra, reage e € sequestrado de acordo com a poténcia

antioxidante, desbotando gradualmente a cor violeta para o tom de amarelo palido.
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Com a solugédo de DPPH em temperatura ambiente, adicionou-se 2 mL em
baldes volumétricos ambar (5 mL), em seguida adicionou-se aliquota do extrato na
concentracdo de 1, 5, 10, 15, 25 e 50 pg/mL e completou-se com alcool absoluto até
0 menisco aguardando a reacdo no escuro durante 30 minutos. A absorbancia das
amostras foi obtida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de 517 nm.

O branco das amostras foi feito com uma pequena aliquota de etanol
absoluto + DPPH e do etanol sozinho. A porcentagem de radical DPPHe
remanescente, no tempo de 30 minutos, foi calculada de acordo com a seguinte

formula:

% de DPPH¢remanescente = [(Aamostra-Abranco)/( Acontrole-Abranco)] x 100

Onde:

Aamostra = absorbancia da reacdo entre a solugdo do DPPHe e a amostra

antioxidante;

Abranco = absorbancia da solugdo de solvente utilizado para preparar a amostra

antioxidante;

Acontrole = absorbancia do DPPH+« com uma pequena aliquota do solvente utilizado

para preparar a amostra, em substituicdo a solu¢do da propria amostra em estudo.
ApOs a determinacdo do DPPHe¢remanescente, determinou a porcentagem de

inibicdo do DPPH- através da seguinte férmula:

% de inibicdo do radical DPPH+ = 100 - % DPPHe¢remanescente

4.13 Identificacdo dos marcadores da propolis vermelha nos extratos por
UPLC-DAD

A identificacdo dos flavonoides contidos nos extratos etanolicos e aquoso foi
realizada a partir da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado com
um detector de arranjo de diodos (UPLC-DAD) modelo Shimadzu, descrito por
Nascimento et al 2016. O UPLC consiste dos seguintes médulos: uma bomba de
alta pressdo (Modelo LC- 20ADXR), desgaseificador (modelo DGU-20A3R), auto-
injetor (modelo SIL-20AXR), forno de coluna cromatogréfica, detectores de arranjo
de diodos (modelo EPDM-20A) e detector de fluorescéncia (RF-20A modelo), um
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controlador (modelo CBM-20A) e um software Shimadzu Labsolution. A separacao
dos flavonoides ocorreu utilizando uma coluna de fase reversa (C 18, 150 x 4,6 mm;
5 ym), uma fase moével que consistiu de solvente A (agua Milli-Q) e o solvente B
(acetonitrila), bombeado a um caudal de 0,3 mL/min. O gradiente de elui¢c&o inicial
consistiu de agua (70%) e acetonitrila (30%) com uma variacdo da percentagem de
acetonitrila a 100% em 40 min seguido de uma condig&o isocratica com acetonitrila
(100%) até 53 minutos e retorno a condicao inicial a 54 min, seguido por condi¢cdes
de acetonitrila isocratico (30%) até 60 min. Este método de comprimento foi
desenvolvido a fim de lavar a coluna durante a analise com 100% de acetonitrila e
evitar a falta de exatidéo e de precisdo durante a eficiéncia do ensaio de retencao e
para evitar a incrustacdo coluna e a acumulacéo de pressdo excessiva por retencao
irreversivel de compostos néo polares (terpenos e gutiferonas presentes no extrato
de prépolis vermelha).

As identificacdes dos flavonoides foram feitas pela comparacéo dos espectros
de ultravioleta, obtidos através do detector de arranjo de fotodiodos em diferentes
comprimentos de onda (A: 249, 281, 286, 275, 366 nm) e dos tempos de retengao
obtidos para os padrfes e para as amostras.

A partir da solugéo estoque de 8 mg/mL de cada extrato (EEPVA, EEBPV e
EAPVA), diluiu-os a fim de obter concentragdes finais de 500 ug/mL. Posteriormente,
5 pL dessas solucbes foram injetadas no UPLC-DAD, para a identificacdo de

flavonoides nos extratos.

4.14 Atividade antimicrobiana

O ensaio de microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a CIM
(Comcentracdo Inibitéria Minima). As microplacas de 96 poc¢os contendo 100
pL/poco do caldo Mueller Hinton e 100 pL/pogo das amostras foram utilizadas de
acordo com o procedimento descrito pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012).

Foram preparadas solugbes dos extratos EEPV, EEBPV, EAPV e do OEPV
na concentracdo de 9 mg/mL, no qual foram diluidos em &agua destilada,
previamente esterilizada com lampada UV, e tween 80 a 20%. As cepas utilizadas

nos testes foram Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis
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(CCCD-S010), Escherichia coli (ATCC 14942) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853).

A adicdo dos microrganismos as microplacas contendo o meio e as amostras
foi feita de acordo com a escala McFarland de 0,5% (1,5x106 UFC/mL). Apos
incubacdo em estufa bacteriologica a 36 °C por 24 horas, 20 uL da solucdo de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) a 5% foi adicionada para que a atividade
antibacteriana pudesse ser visualizada apds 3 horas. O crescimento bacteriano pode
ser observado pela mudanca de coloracdo sinalizando que a solu¢do ndo possui
efeito inibitdrio sobre a bactéria. Os valores de CIM foram definidos como a menor
concentracdo antibacteriana que inibiu o crescimento bacteriano. Os testes foram

feitos em triplicata.

4.15 Anélises Estatisticas

Os dados obtidos foramexpressos no programa Microsoft Excel 2016 na
forma de média + coeficiente de variagdo (n = 3). As curvas de linearidade foram
obtidas pelo método de regressédo linear dos minimos quadrados e expressa pela
equacdao de primeira ordem y = ax + b, onde “a” corresponde ao coeficiente angular,
dado pela inclinacdo da reta, e “b” corresponde ao coeficiente linear, dado pelo
ponto de intersecgéo da reta com o eixo das ordenadas. A faixa linear foi calculada
usando o coeficiente de correlacédo linear (R), com o critério minimo aceitavel de
0,99. Para a elaboracdo dos elementos gréficos, foi utilizado o Programa Excel
(Pacote Office 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta, armazenamento e caracterizacao da PVA

A propolis apresentou aroma resinoide e balsamico, avermelhada, sabor
picante acentuado, consisténcia rigida a temperatura ambiente e pedacos
heterogéneos.

A sua aparéncia pode indicar um elevado teor de resinas, o que é desejavel,
pois as atividades biologicas relatadas para a prépolis vém sendo atribuidas a
substancias contidas nesta fracdo. Ao contrario, apresentando-se maleével, pode
indicar um elevado teor de cera.

A consisténcia a temperatura ambiente também pode dar indicios da relacéo
resina/cera na prépolis, que tem estes dois tipos de material em sua composicao.

O conjunto de caracteres sensoriais observados para a prépolis estudada
neste trabalho possibilitou, de certa forma, presumir tratar-se de uma amostra de
boa qualidade, com certo teor de cera e com grande numero de compostos

fendlicos.

5.2 Rendimento do 6leo obtido por hidrodestilacao

O Oleo essencial obtido (Fig. 14) foi coletado em frasco ambar e armazenado
em freezer até o uso. O rendimento total obtido foi de aproximadamente 0,14%.

Extracdes da propolis vermelha de Sergipe realizadas por Lopes et al. (2018),
obtiveram um rendimento de 0,25%. Houve uma variacdo de 0,10 a 0,13% nos
rendimentos obtidos nos estudos feitos por Cordeiro (2013) da prépolis de Ipiranga.
No entanto, Linares e colaboradores (2012) apresentaram um rendimento de 2% do
Oleo da prépolis de Santa Catarina. Ja Simionatto (2004), conseguiu um rendimento
maximo de 3,8% do 6leo de prépolis coletados em trés regides do Rio Grande do
Sul. Esses estudos também realiazaram a hidrodestilazacdo usando o aparelho
Clevenger como técnica de extracao para obtencdo dos 6leos de propolis, variando
s6 a quantidade da matéria vegetal e tempo de extracao.

A possivel explicagdo para a diferenca dessas variacdes de rendimento, além
das ja citadas, esta na diferenca da regido geogréfica, fauna, flora e temperatura da

regido, que pode ser o fator diferencial dessas variacoes.
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Figura 14 — Oleo essencial de prépolis vermelha obtido por hidrodestilag&o.

Fonte: Autora, 2019.

5.3 Identificacdo dos compostos organicos volateis

Os constituintes dos 6leos essenciais pertencem a dois grupos de metabdlitos
originados de rotas biossintéticas diferentes: o grupo dos terpenos, cuja rota
biossintética deriva de unidades de isopreno; e o grupo dos compostos aromaticos,
derivados dos fenilpropandides e que tem como precursor o acido chiquimico
(DEWICK, 2003).

Com a finalidade de observar os perfis quimicos e de obter resultados
informativos sobre compostos volateis da prépolis vermelha de Alagoas, verificou-
se que a mesma apresenta compostos volateis em pequenas concentracdes, salvo
0 composto majoritario anetol.

As figuras 15 e 16 e as tabela 2 e 3, mostram os tempos de retencédo de
cada pico analisado correlacionando com as respectivas areas € 0s compostos
identificados, no qual, o primeiro cromatograma mostra os resultados obtidos da
identificacdo por CG-EM e o segundo os resultados da extracdo por HS-SPME.

A andlise do o6leo essencial de prépolis vermelha, mostrou um perfil
cromatografico diferente quando caracterizado por técnicas diferentes, observando

que o0 headspace conseguiu evidenciar outros compostos terpénicos e
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hidrocarbonetos que nao foram visualizados no CG-EM, melhorando assim a

caracterizagao qualitativa.

Figura 15 — Cromatograma do 6leo essencial de prépolis vermelha obtido por CG-EM.
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Fonte: Autora, 2019.

Tabela 2 — Composi¢éo quimica do 6leo essencial de propolis vermelha.

PICO T.R.* %AREA NOME
1 6,440 55,60 Anetol
2 10,152 27,43 Metileugenol
3 14,572 6,60 Metilisoeugenol
4 18,025 10,37 Elemicina

*T. R.: Tempo de retencéo.



Figura 16 — Cromatograma do 6leo essencial de propolis vermelha obtido por HS-SPME.
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Fonte: Autora, 2019.

Tabela 3 - Composicao quimica do 6leo essencial de prépolis vermelha obtido por
headspace

PICO T. RET*. %AREA NOME
1 0.922 2.65 trans-B-Ocimene
2 1.298 0.48 1,2,3-trimetilbenzeno
3 1.435 3.39 3-Carene
4 1.956 0.35 y-Terpineno
5 2.267 0.14 2-metilciclopropil-benzeno
6 2.341 0.70 1-metil-4-(1-metiletilideno)-ciclohexano
7 2.602 0.67 1,6-Octadien-3-ol, 3,7-dimetil-
8 3.604 0.11 p-Menta-1,5-dien-8-ol
9 4.463 4.41 Estragol
10 6.874 55.65 Anetol
11 10.754 0.35 Biciclo[7.2.0Jundec-4-eno, 4,11,11-trimetil-8-

metileno-,[1R-(1R*,4Z,9S%)]-

12 11.229 11.25 Metileugenol
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11.787 0.55 Biciclo[3.1.1]heptano, 6-metil-2-metileno-6-(4-

13 metil-3-pentenil)-, [1R-
(1.alpha.,5.alpha.,6.beta.)]-

14 14.484 2.71 Metilisoeugenol
15 16.824 0.60 1,2,3-trimetoxi-5-(2-propenil)- benzeno
16 53.726 4.61 2-etilhexil isohexil ester acido sulfurico
17 59.984 3.31 2-metiloctacosano
18 61.601 2.52 Pentadecanal
19 61.966 1.46 1,19-Eicosadieno
20 63.799 2.21 2-etilhexil isohexil ester acido sulfurico
21 66.741 1.14 1-iodo- tridecano
22 69.235 0.53 1-iodo- nonano
23 70.268 0.21 (2-indanil)(4-morfolil)-metanone

*T. Ret.: Tempo de retencao.

Pelos resultados, evidencia-se uma composicdo quimica em volateis bem
variada, destacando-se como constituintes majoritarios do 6leo essencial de prépolis
vermelha, em ambas as andlises, o anetol e metileugenol. O anetol, bem como a
elemicina que foi observada na analise por CG-EM, foram apresentados em estudo
realizados por Marcucci e colaboradores (2006) como componentes majoritarios de
uma amostra de propolis vermelha de Maceié-Alagoas, corroborando com o
resultado encontrado nesse estudo.

Existem varios relatos na literatura sobre estudos realizados com Oleo de
propolis de diversas localidades. Em especial, Nunes et al. (2009), tracaram um
perfil fitoquimico e identificaram diversos compostos fendélicos no 6leo de prépolis
vermelha oriunda do estado de Pernambuco, no qual também observou a presenca
de compostos monoterpenoides, sesquiterpenoides, hidrocarbonetos alifaticos e
fenilpropanoides, como o anetol, tendo-0 como composto majoritario.

Esses compostos, juntamente com fenilpropanoides, sdo responsaveis por
diversas atividades farmacoldgicas, com destaque para o anetol, o qual apresenta
atividades comprovadas, tais como: analgésica, anestésica, antigenotoxica,

antioxidante, dentre outras (NIRMALA et al, 2005). Este se mostrou ainda como
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sendo o principal constituinte do 6leo essencial de Anis (Pimpinella anisum), dotado
de atividade inseticida e antifangica (NUNES et al., 2009). Essas e outras atividades
atribuidas aos demais constituintes indicam um bom potencial farmacologico para a

prépolis em estudo.

5.4 Extratos obtidos por maceracéo e decocc¢ao

Os extratos etandlicos da prépolis bruta e da borra de propolis e 0 extrato
aquoso (Fig. 17) foram obtidos com éxito, apresentando caracteristicas
organolépticas condizente com a prépolis bruta, como coloracdo avermelhada e

aroma balsamico.

Figura 17 — EEPV (A), EEBPV (B) e EAPV (C).

A B C

Fonte: Autora, 2019.

5.5 Teor de umidade

O teor de humidade analisado pelo método gravimétrico variou de 2,13 a
5,86% para a propolis bruta e a borra da propolis, respectivamente. A borra da
prépolis apresentou um valor mais elevado, devido a agua presente da
hidrodestilacdo, porém, os resultados das andlises de perda por dessecagdo a
105°C das amostras mostraram que 0s parametros estdo dentro dos limites
preconizados pelo Ministério da Agricultura e Farmacopeia Brasileira, onde o valor
maximo é de 8% (BRASIL, 2001).

5.6 Andlise termogravimétrica (TGA)
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A curva termogravimétrica da propolis bruta vermelha (Fig. 18 — A) mostra
quatro eventos térmicos, que podem ser observados pela andlise das derivadas. O
evento | apresentou temperatura inicial e final de 25 e 69,85°C, respectivamente, e
caracteriza a possivel evaporacdo dos compostos volateis (0,24 %) presentes na
propolis. O segundo evento iniciou com temperatura de 69,85°C e final em 165,12°C
que esta relacionado com a perda de agua (2,42%). O evento Ill se inicia na
temperatura de 165,12°C e termina em 444,96°C, podendo estar relacionado com a
degradacédo dos compostos fendlicos (62,25%). E por fim, o ultimo evento (IV) que é
marcado pela temperatura inicial de 444,96°C e final de 899,96°C indicando a total
degradacdo da prépolis vermelha e/ou o surgimento de produtos gerados durante o
processo de termodegradacéao (29,19%).

Um perfil termogravimétrico semelhante foi observado na cera residual de
propolis vermelha (Fig. 18 — B), mostrando também, quatro eventos térmicos. O
evento | ocorreu na temperatura inicial de 22,69°C e final de 76,43°C, o que pode
caracterizar a decomposicdo de produtos secundarios oriundos da decoccdo da
prépolis (8,98%). O evento Il aconteceu no intervalo de temperatura 76,43 —
173,66°C, que caracteriza a perda de agua (6,41%). O terceiro evento iniciou na
temperatura de 173,66°C e terminou em 454,70°C, que pode corresponder a
degradacdo dos compostos fendlicos (60,74%). E o evento IV que comecou na
temperatura de 454,70°C e terminou em 899,96°C, com a degradacéo total da borra
de proépolis vermelha e/ou o surgimento de produtos gerados durante o processo de
termodegradacao (19,12%).

Ao analisar a perda de agua dessas amostras e comparar os resultados com
os obtidos pelo método gravimétrico (t6pico anterior), pode-se ver que estes estédo
de acordo, pois a PVB apresentou umidade de 2,13% na perda por dessecacgao e de
2,42% na analise térmica e a CRPV valores de 5,86% e 6,41%, respectivamente.
Essa pequena diferenca pode ser explicada pelo fato da anélise térmica (TGA) ser

uma técnica mais precisa em relacdo ao método gravimétrico.
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Figura 18- Curvas termogravimétricas da degradacdo da prépolis vermelha bruta (A) e da
borra de prépolis vermelha (B).
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Fonte: Autora, 2019.

Através dessa técnica, pode-se observar também na Figura 18 (A e B) os

teores de cinzas com valor encontrado de 5,88% para prépolis bruta (PB) e 4,74%

para a borra de propolis vermelha (BPV). A Legislacdo Vigente preconiza um teor

maximo de 5% (m/m) para a qualidade de prépolis (BRASIL, 2001), sendo assim,

esses valores se encontram dentro dos limites preconizados, ja que a PB néo

apresentou uma variacdo exarcebada. Essa andlise € importante para avaliar se a
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propolis foi adulterada pela adicdo de contaminantes, como por exemplo terra ou
outras impurezas, jA que a ela é uma mistura complexa, contendo resinas,

balsamos, cera, além de outros.

5.7 Teor de ceras

O teor de ceras na propolis € necessario como controle de qualidade
obrigatorio, em funcéo da possibilidade da diminuicdo do teor de substancias ativas
(BRUSCHI, 2006). A quantidade de cera presente na propolis bruta foi de 14,3%,
enquanto que na borra de prépolis foi de 10,3%. Esse menor teor para a borra da
propolis, se da pelo fato de que parte da cera pode ter sido dissolvida em agua
durante a hidrodestilacdo da propolis. Esses resultados obtidos, apresentam valores
dentro da Legislacdo Vigente (maximo de 25%)).

Duarte et al. (2018), encontraram teores de cera elevados analisando a
propolis vermelha de Alagoas coletadas no periodo de fevereiro a marco de 2012,
com o valor correspondente de 26,36%. Ja Santos e colaboradores (2015) obtiveram
valores de 41,62% para propolis verde.

De acordo com Silva et al. (2006) uma maior quantidade de cera € encontrada
a medida que as abelhas encontraram escassez de resina no campo, assim
comecaram a aumentar a proporcdo de cera na propolis produzida durante aquele
periodo. Entretanto, quando encontraram novas fontes de resina, diminuiram o teor
de cera na producdo da propolis, fato este que acontece com colheitas final e no

comeco de inverno.

5.8 Curva de calibracédo de fenois e flavonoides totais

A fim de se obter os dados quantitativos do EEPV, EEBPV e do EAPV em
estudo, foram construidas curvas padrdes com R2 maior que 0,99. As Figuras 19 e
20 mostradas a seguir, correspondem as curvas de calibragdo dos fenois e

flavonoides.
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Figura 19 - Curva padréo de &cido galico para quantificacédo de fenois totais pelo
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Fonte: Autora, 2019.

Figura 20 - Curva padréo de quercetina para quantificacdo de flavonoides totais pelo

ABS A 760 nm

o

método de AICls.

Flavonoides Totais . os11x+0,0131
R%=0,9983
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Concentragao de quercetina (pg/mL)

Fonte: Autora, 2019.

5.9 Determinacéo de fendis e flavonoides totais

A tabela 4 apresenta os teores de fendis totais e flavonoides totais
guantificados nas amostras do EEPV, EEBPV, EAPV e OEPV. Foram encontrados
valores respectivos a 216,1, 272,93, 188,37 e 713,95 mg EAG.g! para compostos
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fendlicos e 25,3, 20,1 e 27,3 mg EQ.g! para flavonoides totais. E interessante
observar que o Oleo essencial de propolis vermelha ndo apresentou teor de
flavonoides, fato esse observado nas analises cromatograficas.

Com base nos resultados, observa-se similaridade entre os teores de fenois
totais quantificados nos extratos, bem como para os teores de flavonoides totais.
Podemos inferir que, o processo de hidrodestilacdo, para obtencdo do Oleo
essencial, ndo alterou a integridade da borra de propolis, mantendo as mesmas
caracteristicas quimicas e fisico-quimicas. Essas caracteristicas também foram
observadas no extrato aquoso obtido pela decoccao da prépolis vermelha.

Os teores dos compostos fendlicos observados neste estudo, apresentou
similaridade com outras andlises, 416,31 mg/g (RIGHI et al.,, 2011), 266,8 mg/g
(MOURAO, 2013), 123,2 mg/g (SILVA, 2016), 240,32 mg/g (SILVA, 2019),
corroborando com os resultados obtidos.

Ja os teores de flavonoides, quando comparados aos compostos fendlicos,
apresentaram um baixo percentual. Observou-se um valor de 140,2 mg/g em
estudos realizados por Hatano et al. (2012). Ja Daugsch (2007), Righi et al., (2011),
Silva (2016), obtiveram resultados de 25, 32,91, 23,8 mg/g, respectivamente,
demonstrando uma variedade quantitativa de flavonoides totais.

Tabela 4 - Contetdos totais de fenois e flavonoides em amostras de extrato etandlico de
propolis vermelha (EEPV), extrato etandlico da borra de propolis vermelha (EEBPV), extrato
aguoso de propolis vermelha (EAPV) e 6leo essencial de prépolis vermelha (OEPV).

Amostras Métodos de ensaio
1Fenois totais 2Flavonoides totais
EEPV* 216,1 + 4,07 25,3+1,03
EEBPV* 272,93 + 4,24 20,1 +4,09
EAPV* 188,37 + 2,31 27,3+4,19
OEPV* 713,95 + 454 —

*Média + CV = Coeficiente de Variagdo*
1 - mg EAG.g! Expressos como equivalente de acido galico por g de prépolis vermelha
2 - mg EQ.g ! Expressos como equivalente de quercetina, por g de prépolis vermelha
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Arruda (2019), realizou estudos de sazonalidade da prépolis vermelha de
Alagoas de diversos apiarios localizados na cidade de Marechal Deodoro e observou
que o apiario da llha do Porto apresentou uma concentracdo média de 26 mg/100mg
de extrato, sendo os meses de janeiro, e fevereiro (31,8 mg/100mg), julho, agosto e
setembro (34,5 mg/100mg), foram os que obtiveram uma maior concentracdo de
flavonoides. Ja os meses de marco, maio e dezembro, apresentaram concentracdes
abaixo da média do ano (20 mg/100mg). O apiario Primavera, local em que a
prépolis do estudo foi coletada, demonstrou um perfii de manutencdo da
concentracdo anual (concentracdo média de 30 mg/100mg), variando somente 0s
meses junho e julho, no qual apresentaram teores de flavonoides inferiores (23
mg/100mg).

Mello 2012, avaliou extratos aquosos de propolis em diferentes concentracdes
de pH, e observou que o extrato com pH 8,0 apresentou um aumento na
concentracdo de flavonoides, o que corrobora com o resultado obtido do EAPV
guando comparado ao EEPV e EEBPV.

Essas variacbes dos teores de compostos fendlicos e flavonoides totais da
prépolis brasileira, ocorre devido as mudancas climaticas, de localizacdo geografica
e origem botanica, o que acaba influenciando na formacéo de um produto natural de
composi¢do quimica complexa. Outros fatores como sazonalidade, as diferentes
metodologias podem, muitas vezes, apresentar baixa especificidade ou seletividade
durante os ensaios (MATSUDA, 2006; SILVA, 2019).

O MAPA, preconiza que o produto apicola na forma de extrato deve
apresentar a titulo de fixacédo de identidade e qualidade no minimo, 0,25 % (m/m) de
flavonoides e 0,50 % (m/m) de composto fendlicos (BRASIL, 2001), o que demonstra
gue as amostras avaliadas neste trabalho estdo condizente aos padroes

estabelecidos pela legislacdo quanto a esses parametros.

5.10 Atividade antioxidante pelo método DPPH

Estudos na literatura reportam que o 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
tem sido amplamente utilizado como método avaliativo da atividade antioxidante de
diversos compostos, devido facilidade e rapidez (OLIVEIRA, 2015; RUFATTO, et. al.,
2017). Os compostos fendlicos podem capturar o DPPHe por diferentes mecanimos:

(1) doacédo de hidrogénio aos compostos da reagdo em cadeia, tornando-os
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produtos finais estaveis e (2) doacdo de elétrons do anion fenoxido (ArOH) para o
DPPHe-. A escolha dos mecanismos depende do poder reducdo das espécies
envolvidas e do numero de radicais hidroxil fendlico livres e as suas
biodisponibilidades de conjugacao (Fennema, 2000).

Neste trabalho, a Tabela 5 mostra os resultados da avaliacdo da atividade
antioxidante para o0s extratos de prépolis vermelha verificando que nas
concentracbes minimas e maximas (1 pg/mL e 50 pg/mL) hd um aumento
significativo da atividade antioxidade desses extratos. Observa-se que 0s extratos
EEPV e EEBPV apresentaram, respectivamente, ICso de 11,88 e 13,81 pg/mL,
enquanto que o EAPV apresentou ICso de 18,81 pg/mL, ambos demonstraram
concentracfes aproximadas, mostrando que o processo de aquecimento ndo alterou
as propriedades do residuo da propolis. No entanto, o0 OEPV apresentou um ICso
mais elevado de 64,20 ug/mL, sendo os fendis os responsaveis por essa atividade.
Outra explicacao para tal fato € que a atividade antioxidadente da prépolis vermelha
se deve a maior concentracdo de flavonoides presente e esses compostos ndo
foram observados no 6leo essencial dessa propolis, fato esse identificado através
dos cromatogramas e na quantificacao de flavonoides (topicos 5.3 e 5.9).

Na literatura existem muitos relatados da atividade antioxidante para os
flavonoides, devido a sua capacidade de reduzir a formacgéo e eliminar os radicais
livres (ARRUDA, 2019). Estudos de sazonalidade da propolis vermelha de Alagoas
realizados por esse mesmo autor, apresentou atividade antioxidante com valores
superiores a 80,6% na concentracdo de extrato de 80 pg/mL, valor superior ao

utilizado nesse estudo.

Tabela 5 - Atividade antioxidante do extrato etandlico de propolis vermelha (EEPV), extrato
etandlico da borra de propolis vermelha (EEBPV), extrato aquoso de prépolis vermelha
(EAPV) e 6leo essencial de propolis vermelha (OEPV) (% inibicdo do radical DPPH).

Amostras Concentragao pg/mL (%IR DPPH)
1 5 10 15 25 50 ICso
EEPV _ 24,09 41,57 59,86 79,37 87,60 11.88
+ 071 + 0,88 +3,11 +1,80 +0,78 ’
EEBPV 16,14 34,56 44,58 58,35 7351 8965 g
+0,18 + 0,89 +0,51 +2,25 + 0,89 +1,53
EAPV 2,88 20,86 28,01 38,74 59,51 77,40 go;

+0,17 +1,01 +1,97 +1,50 +2,09 + 1,05
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OEPV _ _ 2,05 11,86 21,66 38,94 64.20
+ 0,54 +1,57 +087 +161 '

*Média %, CV = Coeficiente de variacdo*
ICs0 = Capacidade de inibir o radical DPPH em 50 % - (ug/mL)

Segundo Righi et al. (2013) os flavonoides apresentam elevado poder
antioxidante, assim como outras propriedades biologicas. Ja Zhag et al. (2017) e
Mello e Hubinger (2012), indicam que séo os fenois que contribuem para a atividade
antioxidante.

Desse modo, pode se observar na literatura uma grande variedade de
constituintes da propolis, sendo este relacionado a variacbes nas concentracées de
constituintes fendlicos e de flavonoides totais que ocorre em funcdo de alguns
fatores como: como a ecologia da flora, pelo periodo da coleta da resina, pela
genética da abelha rainha, pela flora local e regido da coleta, entre outros fatores
(SILVA, 2019).

5.11 Identificacdo dos marcadores da propolis vermelha nos extratos por
UPLC-DAD

Diferentes técnicas de espectrometria de massas para identificacdo da
composicao da prépolis é importante para conseguir estabelecer uma padronizacao
da prépolis vermelha de Alagoas, pois além de ser um produto complexo, possui
promissoras atividades terapéuticas e interesse na induUstria alimentar e
farmacéutica.

Pode-se observar na figura 21 e 22, a complexidade de compostos fendlicos
com o método utilizado, presentes nos extratos etanélicos e aquoso de prépolis. A
Figura 20 e a Tabela 6, ilustra o perfil cromatografico (UPLC/DAD) dos flavonoides
da propolis vermelha identificado no EEPV e no EEBPV. A identificacdo dos
compostos quimicos foi realizada pela comparagédo direta com o padrao analitico e

baseada no tempo de retencdo ou cromatografia, e A maxima no espectro UV-DAD.
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Figura 21 - Perfil cromatogréafico dos marcadores do extrato etandlico da prépolis vermelha

(EEPV) e extrato etanolico da borra de propolis vermelha (EEBPV) - 500 ug/mL.
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Fonte: Autora, 2019.

Nos resultados obtidos, foram observados compostos majoritarios da prépolis

vermelha,

isoliquiritigenina,

sendo estes o0s principais marcadores:

formonon

etina, Biochanina A, corroborando

liquiritigenina, daidzeina,

com estudos

realizados por Nascimento et al (2016) e Silva (2019). Ambos analisaram a

composicdo do extrato etandlico da propolis vermelha de Alagoas, e também

indentificaram estes marcadores.
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Tabela 6 - Identificagdo dos marcadores da prépolis vermelha do extrato etandlico de
prépolis vermelha (EEPV) e extrato etandlico da borra de prépolis vermelha (EEBPV) por
UPLC/DAD.

EEPV 500 pug/mL EEBPV 500 ug/mL
bi .R. A Equacao dareta Conc. T.R. A Conc.
anci ico rea rea
Substancia A (min.) (P.A) (ug/mL)* (min.) (hg/mL)*
Liquirritigenina 275 1 12,22 29635 y=11981x - 123,45 2,48 12,24 56977 4,76
Daidzeina 249 2 12,36 73247 y=14566x - 312,06 5,05 12,39 78546 5,41
Isoliquiritigenina 366 3 16,91 88757 y=20466x - 539,04 4,36 16,94 73644 3,62
Formononetina 249 4 17,80 32017 y=21521x - 509,24 151 17,84 355233 16,53
Biochanina A 249 5 23,14 33307 y =39901x - 3365 0,92 23,20 35268 0,97

A = comprimento de onda; T. R. (min.) = Tempo de retencéo; P.A. = padrédo analitico; Desc. = desconhecido.
*Concentracdo das substancias encontradas no EEBPV comparado com o teor encontrado no EEPV na concentracéo de 500
ug/mL.

Para o extrato aquoso da propolis vermelha (Fig. 21 e Tabela 7), foi
observado um perfil cromatografico diferente quando comparado com o0s
cromatogramas dos extratos etandlicos, mostrados anteriormente. N&o obstante,
alguns dos compostos marjoritarios da propolis em estudo também foram
observados sem nenhuma ou pouca alteracdo no tempo de retencdo, porém em
concentracdes inferiores. Esse perfil cromatografico, também foi analisado em

estudos realizados por Adelmann (2005).

Figura 22 - Perfil cromatografico dos marcadores do extrato aquoso da prépolis vermelha
(EAPV) - 500 pg/mL.
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Fonte: Autora, 2019.
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Tabela 7 - Identificagdo dos marcadores da préopolis vermelha do extrato aquoso de propolis
vermelha (EAPV) por UPLC/DAD.

EAPV 500 ug/mL
Substancia A Pico T.Retencéo Area Equacéo dareta Conc.
(P.A) (ng/mL)*
Liquirritigenina 275 1 12,23 24364 y=11981x-123,45 2,04
Isoliquiritigenina 366 2 16,93 4961 y = 20466x - 539,04 0,27
Formononetina 249 3 17,79 15770 y=21521x - 509,24 0,76

A = comprimento de onda; T. R. (min.) = Tempo de reten¢éo; P.A. = padrdo analitico; Desc. =
desconhecido.
*Concentrag¢do das substancias encontradas no EAPV na concentragdo de 500 pg/mL.

A formononetina, a liquiritigenina, e a biochanina A foram também
identificadas nas prépolis da Bahia, Alagoas (DAUGSCH et al., 2008), Paraiba
(MORAES, 2009) e de Sergipe (FROZZA et al., 2013). A daidzeina e a
isoliquiritigenina foram relatadas por Daugsch e colaboradores (2008) nesses quatro
Estados. Esses compostos também foram observados nos estudos realizados por
Mergulhdo (2019), no qual também analisou o extrato etandélico de prépolis vermelha
de Alagoas na concentracdo de 400 pg. Algumas pesquisas com a propolis
vermelha identificaram a fomononetina como componente majoritario, essa fato so
foi observado no EEBPV, que apresentou uma concentracdo de 16,53 ug/mL,
enquanto que no EEPV e EAPV apresentaram valores de 1,51 e 0,76 pg/mL,
respectivamente (RIBEIRO et al., 2015; NEVES et al., 2016; NASCIMENTO et al.,
2018).

Observa-se tanto nos extratos etandélicos com no extrato aquoso, a presenca
de varios compostos que néo foram possiveis identificar neste trabalho, mas que foi
possivel observar a diversidade de compostos presentes.

Esses resultados se mostram favoraveis para o uso e reaproveitamento da
prépolis, em geral, por todo o processo extrativo, porém outras analises precisam ser
feitas afim de determinar e comprovar quali e quantitativamente a composicéo

desses compostos.

5.12 Atividade antibacteriana
As cepas utilizadas nos ensaios de suscetibilidade mostraram crescimento

normal em meio controle contendo agar Mueller Hinton sob as mesmas condi¢cfes
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dos ensaios de tratamento, sendo a auséncia de crescimento das cepas bacterianas
explicada pelo efeito inibitério das substancias naturais e ndo devido a falhas
nutricionais ou ambientais durante o cultivo. Os solventes tween 80 e agua destilada,
utilizados para diluicdo das amostras nao apresentaram atividade antimicrobiana.

As concentracdes inibitdrias minimas contra as bactérias estudadas podem
ser observadas na tabela 8. Percebe-se que houve uma maior atividade
antimicrobiana contra a cepa de S. aureus, no qual o EAPV apresentou uma CIM de
250 ug/mL. A atividade contra S. epidermidis e E. coli apresentaram CIM de 500
Mg/mL e 1000 ug/mL para P. aeruginosa para esse mesmo extrato. JA 0s extratos
EEPV, EEBPV e OEPV apresentaram valores inibitérios maiores que 1000 pg/mL
para as bactérias analisadas.

Os resultados obtidos para o 6leo essencial de propolis sdo importantes, pois
demonstram seu potencial antimicrobiano mesmo que em elevada concentracdo

guando comparado com o extrato aquoso.

Tabela 8 - Concentracdo inibitéria minima dos extratos de prépolis vermelha e do 6leo
essencial de propolis vermelha.

Microrganismos EEPV EEBPV EAPV OEPV
Staphylococcus aureus >103ug/mL  >10°ug/mL 250 pg/mL >103 pg/mL
Staphylococcus epidermidis ~ >10° Hg/mL >10% ug/mL 500 pg/mL >108% ug/mL
Pseudomonas aeruginosa >10° pg/mL >10° pg/mL 1000 pg/mL >103 pg/mL
Escherichia coli >10°pg/mL  >10°pg/mL 500 pg/mL  >10°pg/mL

O potencial antimicrobiano da prépolis vermelha tem sido vastamente
explorado. Ha relatos de CIM de 25-200 pg/mL para S. aureus e S. epidermidis, 200-
400 ug/mL para P. aeruginosa e 200-1000 pg/mL para E. coli (CABRAL et al., 2009;
LOPEZ et al., 2015; MACHADO et al., 2016; SILVA et al., 2017; REGUEIRA NETO
et al., 2017; DEVEQUI-NUNES et al., 2018). Um estudo realizado por Mergulhdo
(2019) utilizando um extrato de propolis vermelha da mesma regido desse estudo
encontrou CIM de 500 ug/mL para S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa e um
valor de 1000 pg/mL para E. coli. E importante ressaltar que as variacdes de
resultados podem estar relacionadas com a cepa do microrganismo utilizado, a

composicao quimica das substancias naturais, a escolha da metodologia, etc.
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Os flavonoides e compostos aromaticos supostamente atuam na estrutura
das paredes celulares bacterianas Gram-positivas, mas o mecanismo dessa acéo
ainda é desconhecido (MARCUCCI et al., 2001), esse pré-suposto explica a elevada
concentracdo de inibicAo para o Oleo da propolis vermelha, visto que s6 foi
encontrado a presenca de fenois em sua composi¢do. A estrutura da parede
bacteriana Gram-negativa, que apresenta uma membrana complexa externa, atua
como barreira fisica entre 0s microrganismos e 0 meio ambiente, impedindo
interacbes da célula bacteriana com substancias nocivas (KRAKER et al., 2011;
DEVEQUI-NUNES et al., 2018).

Segundo Bueno-Silva et al. (2016b), o efeito sazonal altera a atividade
antimicrobiana da propolis vermelha. Os autores observaram que de janeiro a maio,
periodo caracterizado por clima tropical no Nordeste do Brasil e quando ocorrem
chuvas constantes e alta umidade relativa, h4 maior acimulo de compostos ativos
na prépolis. Em um estudo realizado por Regueira Neto et al. (2017), a CIM do
extrato de propolis vermelha variou de acordo com o periodo de coleta: 64-1024

Mg/mL para S. aureus e 128-512 ug/mL para E. coli.

6. CONSIDERACOES FINAIS

As andlises fisico-quimicas obtidas seguem os parametros estabelecidos pelo
Ministério da Agricultura, que determinam o regulamento técnico para fixacdo de
identidade e qualidade de prépolis.

A composicdo quimica qualitativa e fitoquimica dos extratos de propolis
mostrou-se variada quando comparada com o 6leo essecial, entretanto mostrou uma
composicdo similar entre si, sendo possivel identificar os flavonoides presentes em
ambos os extratos.

A extracao do Oleo essencial de propolis vermelha, apesar de ter apresentado
um rendimento baixo, foi o suficiente para obter resultados positivos nos estudos de
caracterizacdo e de atividade farmacoldgica.

E a partir dos testes antibacterianos realizados verificou-se que todos o0s
extratos e o0 Oleo essencial apresentaram atividade contra as bactérias testadas,
seguindo o mesmo comportamento observado por outros pesquisadores para 0S

extratos de prépolis.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos indicaram a viabilidade da extragdo do 6leo de prépolis
vermelha por hidrodestilacdo, mas também a necessidade de aprimorar o processo
de extracdo para obter rendimentos e teores maiores de extracdo das substancias
fendlicas bioativas em tempos menores. Também se faz necesséario o estudo
quimico e farmacologico mais detalhado desse Oleo para poder identificar
substancias responsaveis pelas atividades observadas.

Outro ponto importante para ser estudado € o extrato aquoso da prépolis que
foi obtido por decoccédo e o extrato da borra dessa prépolis, que foram produtos
secundarios obtidos apds a extracdo do 6leo e obtiveram resultados positivos em
todos os aspectos. Neste sentido, o extrato aquoso e a borra da propolis, destacam-
se como subprodutos intermediarios promissores capazes de serem aplicados na
produgdo de produtos naturais como suplemento alimentar e na produgdo de
cosmeéticos, uma vez que, suas propriedades foram mantidas. A borra de prépolis
ganha destaque especial, visto que, normalmente é descartado apds 0s processos
extrativos e sua reutilizacdo pode favorecer a cadeia produtiva de produtos a base

de propolis vemelha no estado de Alagoas.
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