CENTRO UNIVERSITARIO BARAO DE MAUA
FARMACIA

DAIANY LAINY CAU
MARCO ANTONIO ABRANTES PINHEIRO
TATIANE RODRIGUES DE SOUZA

ANALISE COMPARATIVA DOS MARCADORES BIOATIVOS DA PROPOLIS
VERDE, VERMELHA E MARROM EMPREGADAS NA APITERAPIA

Ribeirdo Preto

2022



DAIANY LAINY CAU
MARCO ANTONIO ABRANTES PINHEIRO
TATIANE RODRIGUES DE SOUZA

ANALISE COMPARATIVA DOS MARCADORES BIOATIVOS DA PROPOLIS
VERDE, VERMELHA E MARROM EMPREGADAS NA APITERAPIA

Trabalho de conclusdo do curso de
Farmacia do Centro Universitario Barao
de Maua para obtencdo do titulo de
bacharel.

Orientador: Prof. Dr. Julio Cézar Borella

Ribeirao Preto
2022



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer
meio convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada
a fonte.

A532
Andlise comparativa dos marcadores bioativos da prépolis verde,
vermelha e marrom empregadas na apiterapia/ Daiany Lainy Cau;
Marco Antdnio Abrantes Pinheiro; Tatiane Rodrigues de Souza -
Ribeirdo Preto, 2022.
65p.il

Trabalho de conclusdo do curso de Farmacia do Centro
Universitario Bardo de Maua

Orientador: Dr. Julio Cézar Borella
1. Prépolis verde 2. Prépolis vermelha 3. Prépolis marrom |. Cau,
Daiany Lainy Il. Pinheiro, Marco Anténio Abrantes Ill. Souza, Tatiane

Rodrigues de IV. Borella, Jdlio Cézar V. Titulo

CDU 638.1

Bibliotecaria Responsavel: landra M. H. Fernandes CRB29878



DAIANY LAINY CAU
MARCO ANTONIO ABRANTES PINHEIRO
TATIANE RODRIGUES DE SOUZA

ANALISE COMPARATIVA DOS MARCADORES BIOATIVOS DA PROPOLIS
VERDE, VERMELHA E MARROM EMPREGADAS NA APITERAPIA

Trabalho de conclusdo do curso de
Farmacia do Centro Universitario Barao
de Maué para obtencdo do titulo de
bacharel.

Data de aprovacéo: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dra. Josinete Salvador Alves
Centro Universitario Bardao de Maua — Ribeirdo Preto

Prof. Me. José Norberto Bazon
Centro Universitario Bardo de Maua — Ribeirdo Preto

Prof. Dr. Julio Cezar Borella
Centro Universitario Bardao de Maua — Ribeirdo Preto

Ribeirao Preto
2022



RESUMO

A proépolis € um material produzido pelas abelhas através da coleta de
exsudatos de ramos, flores, pdlen e brotos de diferentes espécies de plantas,
apresenta caracteristicas resinosa e balsdmica. Diante das diversidades de propolis
existentes, deparamos com uma variedade de marcadores bioativos resultante da
vegetacdo botanica que sdo alocadas nas colmeias. O presente trabalho tem por
objetivo identificar, comparar e quantificar os principais marcadores bioativos
presentes na propolis verde, vermelha e marrom através das analises de
autenticidade: aspecto, cor, aroma, sabor, consisténcia e granulometria; obtencao
de extratos das propolis vermelha, marrom e verde a partir do material in natura, por
meétodo extrativo a quente, usando o soxhlet; execucdo de ensaios fisico-quimicos
e sensoriais usando as amostras produzidas; identificacdo e quantificacdo dos
marcadores bioativos (quantificacdo de acidos fendlicos e flavonoides totais) da
prépolis vermelha, verde e marrom através de espectrometria de UV, separar e
identificar os compostos da propolis vermelha, verde e marrom por método
cromatografico (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE/HPLC). Por meio
destas avaliagbes pode-se concluir que todas estavam dentro dos parametros
fisico-quimicos e sensoriais. Conclui-se também, avaliando o aspecto quimico, que
a variedade de propolis verde apresentou maior concentracdo de compostos
fendlicos, entre eles, os compostos isoprenilados artepelin-C e bacharina. Ao
comparar a variedade de prépolis vermelha pode-se concluir que ela é singular, pois
nao apresenta nenhum dos compostos fendlicos encontrados nas outras
variedades, ao passo que foi encontrada na sua composicdo a isoflavona
formononetina, que € um marcador para esta variedade de prépolis, que é

encontrada exclusivamente no Brasil, o que |he caracteristica singular.

Palavras-chave: Apis mellifera. Propolis verde. Propolis vermelha. Propolis

marrom. Apiterapia.



ABSTRACT

Propolis is a material produced by bees through the collection of exudates from
branches, flowers, pollen and buds of different species of plants, it presents resinous
and balsamic characteristics. Faced with the diversity of existing propolis, we are
faced with a variety of bioactive markers resulting from the botanical vegetation that
are allocated in the hives. This work aims to identify, compare and quantify the main
bioactive markers present in green, red and brown propolis through authenticity
analysis: appearance, color, aroma, flavor, consistency and granulometry; obtaining
extracts of red, brown and green propolis from the in natura material, by hot
extractive method, using soxhlet; execution of physical-chemical and sensory tests
using the samples produced; identification and quantification of bioactive markers
(quantification of total phenolic acids and flavonoids) of red, green and brown
propolis through UV spectrometry; separate and identify the compounds of red,
green and brown propolis by chromatographic method (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC/HPLC). Through these evaluations it can be concluded
that all were within the physical-chemical and sensory parameters. It is also
concluded, evaluating the chemical aspect, that the variety of green propolis
presented a higher concentration of phenolic compounds, among them, the
isoprenylated compounds artepelin-C and bacharin. When comparing the variety of
red propolis, it can be concluded that it is unique, as it does not have any of the
phenolic compounds found in other varieties, while the isoflavone formononetin was
found in its composition, which is a marker for this variety of propolis, which is found
exclusively in Brazil, which makes it unique.

Keywords: Apis mellifera. Green propolis. Red propolis. Brown propolis.

Apitherapy.
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1 INTRODUCAO

As praticas integrativas e complementares (PIC) € uma técnica de tratamento
que utilizam recursos baseados em conhecimentos terapéuticos (CRF-CE, 2019).

O principal foco desta pratica é o tratamento voltado somente ao paciente e
ndo nos sintomas da doenca. A apiterapia € uma das praticas integrativas e
complementares, onde se busca uma forma inovadora de tratamento.

Para esse tipo de tratamento é utilizado o veneno de abelhas, mais conhecido
como apitoxina, onde auxilia na cura de doencas e nos problemas de saide (MOREIRA,
2012). Essa forma de tratamento comecou a ser utilizada no século XV, para tratar varias
patologias (PROKIPCHUK, 2016). Estudos realizados revelam que o veneno da abelha
contém acéo anti-inflamatoria, que traz o alivio de dores crénicas (KUNITZ, 2015).

A palavra propolis € de origem grega, onde pro significa defesa e polis significa
comunidade ou cidade, ou seja, defesa da cidade (MOREIRA; ROGAQ; ESTEVINHO,
2020). Na antiguidade a propolis era utilizada para conservar as visceras dos cadaveres,
por conta das suas propriedades terapéuticas. No periodo se desenvolveu a Civilizacao
Inca, a prépolis era usada como tratamento de doencas infecciosas e para aliviar a febre.
Na Europa, por volta do século XIX, utilizavam a propolis para tratamento de chagas e
para cicatrizar feridas. Desde entdo, a propolis vem se tornando um produto cada vez
mais procurado, despertando interesses e sendo estudadas as suas acoes terapéuticas
(MOREIRA; ROGAQ; ESTEVINHO, 2020).

A propolis € uma substancia produzida pelas abelhas através da coleta de
exsudatos de ramos, flores, pélen e brotos de diferentes espécies de plantas, apresenta
caracteristicas balsamica e resinosa. A propolis € utilizada pelas as abelhas como
protecdo contra a invasao de insetos e microrganismos em sua colmeia (LUSTOSA et
al., 2008).

Ela € composta, por cerca de, 10% de 6leos essenciais, 30% de ceras, 50%
de resinas e balsamos aromaticos, 5% de pélen e até 5% de outras substancias.

Na sua composi¢cao quimica, a propolis compdem-se de flavonoides, acidos
fendlicos, acidos aromaticos, ésteres, aldeidos, terpenoides, acidos graxos e entre outros
componentes (SHIMIZU et al., 2004).
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A propolis apresenta beneficios para doencas como tumores, bronquite,
tuberculose, feridas, infecgbes, inflamacdo de garganta, aftas, antigripal, anestésico,
analgésico, entre outras doencas. Ainda pode ter uso veterinario, ajudando na
cicatrizacdo de feridas, cortes e hemorroidas. Na agricultura tem beneficios no cultivo de
frutas, hortalicas e legumes, para minimizar a contaminacdo de fungos e parasitas
(COSTA, 2003).

Diante dos diversos tipos de prépolis, as principais utilizadas séo a propolis
verde, vermelha e marrom. A propolis verde relacio com a planta Baccharis
dracunculifolia, cujo o nome popula é Alecrim-do-Campo, pertence a regido sudeste do
Brasil, o estado de Minas Gerais (SHIMIZU et al., 2004).

O extrato de propolis vermelha tem relacio com a planta Dalbergia
ecastophyllum, é localizada na regido nordeste do Brasil (SIQUEIRA et al., 2014).

A prépolis marrom derivada de varias plantas, como os tipos polinicos
Eucalyptus e Eupatorium, que tem origem do estado de Rio de Janeiro (FREITAS;
BARTH; LUZ, 2010).

Recentemente o mundo inteiro sofreu uma pandemia causada pelo
Coronavirus (COVID-19), que infelizmente ainda esta presente, porém, vem sendo
controlada diante das vacinas e cuidados pessoais. O extrato de propolis, nessas
circunstancias, teve um grande destaque, pois, através de estudos foram relatados os
beneficios que trouxe a populacdo. Um dos seus maiores beneficios é reforcar o sistema
imunoldgico, ajudando tanto os pacientes em tratamento da COVID-19, quanto os que
nao estavam com a doenca, mas queriam aumentar a imunidade para prevenir ou
diminuir a chance de adquirir o virus (MATOSO; MATOSO, 2021).

Diante da diversidade existente de propolis, deparamos com uma variedade
de marcadores bioativos, resultante da vegetacéo botanica que é alocada para colmeias.

A utilizacao de produtos classificados como naturais, sendo alternativa para o
tratamento de diversas enfermidades, vem se destacando nos ultimos tempos. Estudos
comprovam que alguns destes produtos apresentam seguranca no uso (MOURAO,
2011).

Dentro desse atual cenario, a propolis € que mais se destaca por apresentar

propriedades farmacologicas de interesse meédico e farmacéutico, trazendo em sua
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composicdo substancias bioativas que contém propriedades fungistética, fungicida,
bacteriostatica, bactericida, contra parasitas intestinais e sanguineos, antimutagénica e
anti-inflamatéria antitumoral, cicatrizante, virustatica, virucida, reparadora tissular e
anestésica (FONTANA et al., 2004).

O presente trabalho tem por intuito avaliar, por meio de analises qualitativas e
quantitativas, a qualidade dos bioativos presentes em amostras de prépolis verde,

vermelha e marrom disponiveis no mercado brasileiro.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para o desenvolvimento do trabalho de revisédo bibliogréafica sobre o tema foi
adotada a metodologia de revisdo em livros e artigos publicados entre 1986 a 2022.

Foram utilizadas as bases de dados SciElo, Teses, Pubmed, Google
Académico e BVS com a busca das palavras-chave: Apis mellifera, Prépolis Verde,

Prépolis Vermelha, Prépolis Marrom, Apiterapia.

2.1 Historiado uso de propolis

A propolis pode ser considerada um dos remédios naturais mais eficaz
descoberto no ocidente. Alguns acreditam que seu uso na medicina popular é anterior
aos tempos egipcios.

Na antiga Assiria, 0 pé de prépolis era usado para tratar infec¢des e inchaco,
e deve ter sido usado para acelerar o crescimento do cabelo.

Aristoteles, em seu “Catalogo de Animais”, descreveu a préopolis como um
remeédio para abscessos e feridas, ou seja, para a prevencéao de infeccoes.

O médico grego Dioclides, que viveu no século | D.C., mencionou em seu
“Catalogo de remédios” que a propolis era usada para eliminar substancias estranhas
gue invadiam o corpo, como por exemplo, “um espinho” e “para acalmar a tosse”
(MATSUNO, 1997).
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Na Africa do Sul, foi amplamente utilizada por suas propriedades curativas
durante as guerras do final do século XIX e durante a Segunda Guerra Mundial, foi usado
em varias clinicas soviéticas (BARBOSA et al., 2009).

A propolis é um dos produtos naturais que vem se destacando nos dias atuais
por apresentar propriedades bacteriostatica e bactericida, fungistatica e fungicida,
virustatica e virucida, antioxidante, antitumoral, cicatrizante, reparadora tissular,
anestésica, contra parasitas intestinais e sanguineos, antimutagénica e contra doencas
cardiovasculares e respiratorias que sdo interesse de profissionais da saude (FONTANA
et al., 2004; GARCIA et al., 2004).

Essas propriedades estdo relacionadas a sua composi¢cao quimica, portanto,
a eficicia para cada atividade varia de acordo com a composi¢ao da propolis, pois sua
composicao ativa depende de varios fatores, como, por exemplo, a flora que as abelhas
estdo expostas, a estacdo do ano, a tecnologia e o tipo de abelhas utilizadas (CHAN;
CHEUNG; SZE, 2013; SAWICKA et al., 2012).

2.2 Apiterapia

Cerca de 5.000 anos atras, a apiterapia se desenvolveu na China como um
método medicinal com uso de produtos apicolas para tratar e curar doencas em seres
humanos e animais, como polén, geleia real, mel, veneno de abelhas, propolis, cera e
larvas de zangdo (ALMEIDA, 2017).

Existem varias referéncias das praticas integrativas e complementares que
sdo considerados ineficazes pela medicina oficial, entretanto, os resultados sao
promissores, sendo as principais: fitoterapia, apiterapia, acupuntura, quiropraxia,
aromaterapia, homeopatia, entre outros. A apiterapia sendo uma prética integrativa e
complementar que apresenta uma forma de tratamento que utiliza produtos apiculas,
neste caso, veneno de abelha (apitoxina), geleia real, pélen, prépolis, mel e outros para
o tratamento de problemas de saude (MOREIRA, 2012).

Existem varias técnicas para a aplicacdo da apitoxina, contudo a mais comum

é industrializar uma dose de veneno de abelha, é a formulagdo de pomada ou gel, que
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reduz a atividade de toxina ou aplicar a picada de abelha diretamente na area dolorida
(MOREIRA, 2012).

De acordo com estudos realizados sobre a apiterapia, o veneno de abelha
apresenta acao anti-inflamatéria, que leva ao alivio da dor cronica (KUNITZ, 2015).

A demanda por essa hova terapia € muito alta em outros paises, mas no Brasil,
a aplicacdo desse tratamento ainda é pouco utilizada, principalmente pela falta de
evidéncias sobre as reacdes alérgicas que pode causar (MOREIRA, 2012).

Ainda ndo ha como assegurar a seguranca ou eficacia deste método, pois néo
possui uma forma de realizar a esterilizacao dos ferrdes das abelhas, o que conflita com
as normas de fiscalizacdo da vigilancia sanitaria e, pelo fato de que muitas pessoas sédo
alérgicas a picada de abelhas (NASCIMENTO; SILVA; BONACHELA, 2021).

2.3  Apis mellifera

As abelhas sé@o animais que habitam em grupos, existem ha mais de quarenta
mil anos e sdo o0s insetos mais Uteis na polinizacdo, fabricacdo de mel, agricultura,
propolis, cera e geleia real. Abelha é um nome comum para varios insetos que pertence
a ordem Hymenoptera, e a familia dos Apideos, um subgrupo relacionado a classe de
insetos como vespas e formigas (CARVALHO, 2010).

Apis mellifera, originaria do Velho Mundo, era produzida em massa para a
fabricacdo de propolis, mel e cera. E uma espécie nativa da Europa, onde a abelha
possui somente um ferrdo, que é utilizado para proteger sua colmeia de outros animais.
Existiam outras espécies no Brasil que ndo possuem ferrdo, como as da tribo Meliponini
(CARVALHO, 2010), que também fazem a producéo de mel e propolis. Sdo mais de 200
espécies sem ferrdo que fazem a polinizacdo natural de diversas plantas no Brasil
(HEARD, 1999). Essas abelhas que n&o possuem ferrdo realizam a polinizagéo natural
de muitas plantas que fazem parte da flora brasileira. S&o abelhas menos agressivas e
faceis de manusear e ajuda manter a biodiversidade com a proliferacdo de suas colbnias.
(HEARD, 1999).

Existem mais de 20.000 espécies conhecidas que se ajudam ou vivem

separadas, muitas destas espécies vivem sozinhas. As fémeas fertilizadas constroem
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ninhos no chao e colocam seus ovos. Na maioria das vezes, as larvas morrem antes de
chegar a forma adulta.

A espécie de abelhas mais conhecida é a A. mellifera, que vive em sociedade.
Nesta espécie, a sociedade € dividida trés castas: rainhas, operarias e zangdes. As
abelhas rainhas séo fémeas férteis, que podem colocar até mil ovos por dia; as operarias
sdo fémeas que ndo conseguem reproduzir; os zangdes sdo machos férteis
(CARVALHO, 2010).

Compreender o processo reprodutivo e a producdo de mel da abelha (A.
mellifera) € o ponto de partida para maior compreensdo da fungcdo, organizacdo e
funcionamento da colmeia; produtos elaborados com ingredientes derivados da natureza
e modificados pelas abelhas sao utilizados no desenvolvimento da colmeia (STORER,
1998).

As abelhas das colonias usam prépolis para proteger suas colmeias. A.
mellifera, trazida para o Brasil pelos colonizadores europeus, produzem mel e propolis.

Todas as abelhas realizam a producéo de prépolis, (incluindo as sem ferréo)
porém, as mais produtivas (e mais faceis de encontrar no mercado) sao as abelhas da
espécie A. mellifera, que podem fornecer entre 100 e 300 gramas por colmeia por ano
(MATSUNO, 1997).

A composicao quimica da préopolis de A. mellifera, varia muito, quando se trata
de proépolis bruta, mas geralmente consiste em 30% de cera, 50% de resina sollvel em
etanol, e o restante € completado com pdlen, minerais, aminoacidos, sais, 6leos
essenciais, vitaminas e residuos insoltuveis (SAWAYA, 2006). Por exemplo, no sudeste
do Brasil, as abelhas desta espécie utilizam com preferéncia o arbusto Baccharis
dracunculifolia como fonte botanica de propolis, originando a famosa prépolis verde
(BANKOVA et al.,1999).

2.4 Composicado quimica da propolis

A propolis é o produto de uma composi¢cédo quimica complexa, da qual foram
identificadas mais de 200 substancias com potenciais efeitos biolégicos. E constituida de

materiais resinosos e balsamicos coletados pelas abelhas de galhos, flores, pélen, botbes
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de flores, secrecdes de arvores e secrecdes de salivares das abelhas (LUSTOSA et al.
2008).

As abelhas usam propolis para selar rachaduras e cavidades e ha grande
depdsito de propolis na entrada do ninho (MARCUCCI, 1996).

As substancias presentes na prépolis variam conforme sua origem geografica
(PARK et al., 2001) e as diferencas genéticas das abelhas responsaveis pela coleta
(MOREIRA, 1986; BANKOVA, 2005; SOUSA et al., 2007).

N&o h& uma constancia na sua composi¢cdo quimica para a propolis, pois
variam de acordo com a flora utilizada para prepara-la, o periodo de coleta e as espécies
de abelhas. Esses fatores levam a modificacfes em suas caracteristicas farmacoldgicas,
gue visam ser superiores em regides tropicais e inferiores em regiées temperadas, devido
a diversidade de plantas presentes (BARBOSA et al., 2009). O periodo que é realizado a
coleta é outro motivo que impacta diretamente na determina¢do da composi¢éo quimica.
No Brasil, essa coleta ocorre ao longo do ano, o que resulta nas possiveis variacdes
sazonais (SANTOS; VIANNA; GAMBA, 2007). Isso possibilita obter diversos tipos de
prépolis, como ouro, amarelo, verde, vermelho e marrom.

Gracas a rica biodiversidade do Brasil, varios tipos de propolis foram
encontrados em todo o pais e, embora a padronizagéo seja dificil, a propolis de origem
brasileira é atualmente dividida em 13 categorias baseado no ponto de coleta e
composicdo quimica (MACHADO et al., 2016).

A composicao da propolis é basicamente 5% de gréo de podlen, 5 - 10% de
Oleos essenciais, balsamos, 30 - 40% de ceras, 50 - 60% de resinas e balsamos, além
de microelementos como manganés, cobre, ferro, estréncio, calcio, aluminio e baixas
quantidades de vitaminas B1, B2, B6, C e E (PARK et al.,, 2001; BURDOCK, 1998;
FUNARI; FERRO, 2006; MENEZES, 2005).

Na figura 1 sdo demonstradas as estruturas quimicas de alguns componentes
quimicos presentes na propolis verde, marrom e vermelha. O composto formononetina
esta presente somente na propolis vermelha. A artepelin-C e a bacharina séo tipicos da
prépolis verde (BAPTISTA, 2016).



Figura 1 - Estrutura quimica dos principais compostos encontrados na prépolis.
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2.5 Tipos de prépolis

No quadro 1 é apresentado o aspecto da propolis verde, vermelha e marrom,

conforme a sua regiao de origem.

Quadro 1 - Tipos de prépolis.

Propolis Aspecto Regido de origem
Verde Minas Gerais
Marrom Sudeste e Sul do Brasil

Vermelha Nordeste

Fonte: Autores.

A prépolis verde encontrada no cerrado é abundante em derivados prenilados
do acido p-cumarico, cuja principal fonte vegetal é o alecrim (Baccharis dracunculifolia).
Isso foi confirmado por observacdes de producéo de colmeias e caracterizacdo quimica
de extratos produzidos pelas folhas de B. dracunculifolia e propolis verde, onde puderam
ser identificados os derivados prenilados do acido p-cumarico, desta proépolis
(SHIGENORI et al., 2006). A figura 2 mostra 0 momento em que a Apis mellifera realiza
a coleta de resina em uma vegetacdo com B. dracunculifolia. Ela tem caracteristica de
arbusto podendo atingir até trés metros de altura. Sua resina € coletada pelas abelhas,
que ir4 produzir a propolis verde. Estudos concluiram que essa espécie vegetal possui

grande quantidade de artepelin C e derivados do acido cinamico (SANTOS et al., 2012).
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Figura 2 - Abelha coletando resina da B. dracunculifolia

" .
Fonte: (RODRIGUES, 2017).

Entre os compostos presentes na propolis verde, pode ser obtidos artepillin-C,
bacharina, crisina, acido p-cumarico e drupanina.

Diversas atividades biolégicas estdo associadas a propolis verde, como, por
exemplo, imunomoduladora, antitlcera, antitumoral, antioxidante e antibacteriana
(TORETI et al., 2013).

O extrato de propolis marrom encontrado na regido Sul do Brasil, possui
coloragéo desde ao amarelo claro, marrom esverdeado, podendo chegar até a coloragéo
negra. Possui atividade antiviral, antifangica, antimicrobiana, antibacteriana, cicatrizante,
antioxidante entre outras, sendo a antimicrobiana que mais se destaca (PICOLI et al.,
2016). A espécie vegetal mais usada pelas abelhas para produzir a propolis marrom é o
eucalipto, que pertence a um género de plantas da familia Myrtaceae. Estimasse que
existam mais de 800 espécies, que sao originarias, na sua maioria, da Australia. Elas
foram disseminadas para diferentes paises do mundo, inclusive no Brasil, onde elas séo
muito comuns. Podem ser muito utilizadas na indastria, como matéria prima na fabricacéo
de papel e também na construcédo civil, como estacas. O eucalipto possui um alto valor
terapéutico gracas aos seus 0Oleos essenciais (PARK et al, 2001).

As espécies de Eucalyptus sdo caracterizadas pela formacao de um exsudato

espesso, rico em acidos fendlicos, encontrado nas cavidades dos caules. Estas
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substéancias sao produzidas pela planta em resposta ao ataque de alguns insetos, fungos
ou algum tipo de lesdo (MARTIUS; HAMMER; LOCHER, 2012).

E uma planta de crescimento rapido, bastante adaptada a qualquer tipo de
clima e de variacdes climaticas. No Brasil existe uma extensa area plantada destas
espécies. Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores de eucalipto, grande parte
destinada a producéo de celulose.

Além das formas de utilizacdo citadas, no Brasil, € possivel também a
producdo de propolis marrom pelas abelhas, a partir dos exsudatos do eucalipto

(REMADE, 2001). Na figura 3 mostra vegetal do género Eucaliptus.

Figura 3 - vegetacgéo de eucalipto

Fonte: (WOLF, L.; SCHUHLI, G.; 2021).

A propolis vermelha é encontrada na regido nordeste do Brasil, em colmeias
situadas nos caules dos arbustos de manguezais, principalmente nos estados de
Sergipe, Bahia, Pernambuco, Paraiba e Alagoas. Regido que apresenta a vegetacao de
Dalbergia ecastophyllum (BATISTA et al., 2012; RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013). A
propolis apresenta marcadores quimicos como biocharnina A, quercetina e
formononetina (composto que € utilizado para identificar e caracterizar a propolis
vermelha) (SILVA et al., 2013; BARBOSA et al., 2016).

O género Dalbergia possui varias espécies de arvores, arbustos e cipds e
trepadeiras. No Brasil existem varias espécies distribuidas por todas as regides

(CARVALHO, 1997)
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As mais importantes sdo as arvores tropicais de madeira de lei, que séo
valorizadas pelas suas madeiras, que sdo usadas na fabricacdo de moveis, como € o
caso do jacaranda de alto valor econémico e pela sua durabilidade (MENDES et al.,
2012).

No género Dalbergia, a espécie D. ecastaphyllum, conhecida como rabo de
bugio, comum na regido nordeste do Brasil, esta relacionada com origem da prépolis
vermelha, onde as abelhas se utilizam da sua resina para produzi-la (FRANCIS, 2004;
TAROLA et al., 2007; PICCINELLI et al., 2011). Na figura 4 se observa individuos da

espécie Dalbergia ecastophyllum.

Figura 4 - Vegetacédo de Dalbergia ecastophyllum

Fonte: (ULIAN et al., 2012).

Sao associadas a este tipo de prépolis as atividades antioxidantes, antitumoral
e antimicrobiana, devido a rica presenca de flavonoides (ALENCAR et al., 2007).
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2.6  Usos terapéuticos da prépolis

Muitas sdo as propriedades biolégicas da prépolis utilizadas na medicina
popular. Somente nas Ultimas décadas houve interesse em estudar seus constituintes
guimicos associados as atividades farmacologicas.

No Brasil, ha pouca pesquisa ou conhecimento sobre a prépolis. No entanto,
seus usos sao difundidos e seu consumo em remédios populares é antigo (MARCUCCI,
1996).

Atividades antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante, antiviral,
hepatoprotetora, antifingica, imunomoduladora, entre outras, vem sendo estudadas
farmacologicamente (LUSTOSA et al., 2008). Este material contém propriedades anti-
inflamatorias e tem sido descrita principalmente para distarbios do aparelho muscular-
articular e outros tipos infec¢des, inflamacdes, tor¢cdes e reumatismo. Tem se mostrado
eficaz contra distarbios digestivos, apresentando potente atividade hepatoprotetora e
agente antitlcera, além disso, possui efetividade no tratamento de doencas respiratorias.
E usada em cremes dentais, preparacbes para bochechos, no tratamento de gengivite,
quelacdo e apds extracbes dentarias. Seu uso no tratamento de tumores tem sido
estudado e, também sdo conhecidos por suas acdes adstringentes, hipotensivas e
citostaticas (MARCUCCI, 1996).

A acdo anti-inflamatéria da prépolis se d4 por um de seus compostos
quimicos principais que sao os flavonoides, os quais possuem ac¢dao inibitéria a ciclo-
oxigenase (COX). Apresenta inibicdo sobre as prostaglandinas, onde ir4 auxiliar no
sistema imune (KOSALEC et al., 2005).

Possui acdo antimicrobiana, onde estudos realizados demonstram a inibicao
da prépolis sobre as bactérias de origem gram-negativas e gram-positivas, além de
fungos e leveduras gque atingem o ser humano e animais com grande patogenicidade. Foli
descoberto que essa ac¢ao inibitéria se da por conta da sua composi¢cdo quimica que
possui flavonoides (BARBOSA et al., 2009).

Além dessas atividades terapéuticas, a propolis possui acéo cicatrizante, que
tem sido usada para cicatrizacao de feridas, queimaduras, tratamento de dermatofitos,
Ulceras externas, neurodermatite, hanseniase, dermatite de contato, regeneragdo de

tecidos, eczema, psoriase, herpes simples, herpes zoster e genital e prurido
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(MARCUCCI, 1996). Foram realizados estudos experimentais com pacientes que
possuiam Ulceras, e o tratamento foi realizado com uma pomada de propolis, que
demonstrou diminuir o tempo de cicatrizacao, e agilizou o procedimento de regeneracao
da pele (BARBOSA et al., 2009).

A atividade antioxidante apresenta efetividade em usos topicos para tratar e
prevenir danos a pele (MARQUELETE et al., 2006). Para essa acao, os flavonoides tém
grande atividade na propolis brasileira, por estar presentes em quantidades adequadas.
Estudos mostram que extrato aquoso de propolis apresenta boa acdo antioxidante,
guando associada aos compostos fendlicos (MANI et al., 2006; VICENTINO; MENEZES,
2007).

Com relacao a atividade antiviral, estudos mostram que a prépolis demonstra
ser efetiva contra estomatite vesicular (VSV) e o virus herpes simplex (HSV). Para esse
tratamento, a prépolis é usada na forma de pomada, onde a sua composi¢do, contendo
flavonoides, demonstrou ter mais efetividade do que outros tratamentos, ajudando a
cicatrizar mais rapido e reduzir os sintomas (VYNOGRAD; VYNOGRAD; SOSNOWSHI,
2000).

Por conta da sua atividade anti-inflamatéria estudos demonstram que a
prépolis associada com quercetina, éster feniletil do &cido caféico e acido caféico, ajuda
a controlar o crescimento tumoral.

A propolis vem demonstrando atividade no sistema imunolégico, onde ativa os
macrofagos, aumentando os anticorpos no organismo humano, aumentando assim, a
imunidade, fazendo com que o paciente tenha melhora no seu tratamento (LUSTOSA et
al., 2008).
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2.7  Aspectos técnicos para analise da propolis

Segundo Brasil (2001), a Instrucdo Normativa n.° 3, de 19 de janeiro de 2001,
registra regulamento técnico para fixacdo de identidade e qualidade de propolis, que
estabelece a identidade e os requisitos minimos de qualidade a que deve atender a
prépolis, preconiza que:

Em relagcéo ao teor de flavonoides, a propolis é classificada como baixo teor
(até 1 % min.), médio teor (> 1 %- 2 % min.), alto teor (> 2 % min).

As composicdes da propolis compdem-se de resinas, produtos balsamicos,
cera essenciais, pélen e microelementos.

A proépolis apresenta aroma balsamico e resinoso; coloragdo: amarelada,
parda, esverdeada, marrom, vermelha entre outras; sabor suave balsdmico a forte e
picante; consisténcia (a temperatura ambiente) maleavel a rigida, podendo haver
variacdo conforme a origem botanica. A granulometria é classificada como heterogénea.

Em relacdo aos requisitos fisico-quimicos, a prépolis devera apresentar as
seguintes especificacdes: perda por dessecacao: maximo de 8 % (mim); cinzas: maximo
de 5% (mim); cera: maximo de 25 % (mim); compostos fendlicos: minimo 5 % (mim);
flavonoides: minimo de 0,5 %(m/m); atividade de oxidacdo: maximo de 22 segundos;
massa mecanica: maximo 40% (mim); solaveis em etanol: minimo de 35% (m/m).

Em andlise qualitativa usando espectrofotométrica de absorcédo de radiacdes
ultravioleta e visivel, a propolis devera apresentar picos caracteristicos das principais

classes de flavonoides entre 200 e 400 nm.
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2.8 Método extrativo da propolis (soxhlet)

A utilizacdo do soxhlet tem como objetivo o desenvolvimento do processo de
extragdo, para obter os extratos naturais. Compostos biologicamente ativos podem ser
extraidos usando técnicas convencionais como a extragcdo com uso do soxhlet (BISCAIA,
2007). Na figura 5 pode-se observar a extracao da propolis verde, vermelha e marrom,

com utilizacao do soxhlet.

Figura 5 - Extracao de prépolis verde, marrom e vermelha.

i

Fonte: Autores.

Com uso do soxhlet, a matéria prima € extraida com um solvente aquecido,
sob refluxo continuo. Para este tipo de extracdo, € importante dizer que ocorre uma
economia do solvente utilizado para extracdo, pois necessita uma quantidade pequena
de solvente. A utilizacdo de grandes quantidades de solventes orgéanicos e cara e gragas
a esse método pode-se economizar muito no consumo desses solventes organicos
(DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Sendo assim, a qualidade e composicao desses produtos estédo relacionadas

as técnicas de extracdo utilizadas para extrair produtos naturais. As industrias



27

farmacéutica e alimenticia normalmente extraem compostos biologicamente ativos por
meio de procedimentos de extragdo usando o soxhlet. Esse método denominado como
extracao tradicional, quando realizado em alta temperatura por muito tempo, pode levar
a degradacéao térmica do composto alvo e ainda podem ocorrer problemas de toxicidade
devido a existéncia de solventes organicos residuais no produto (BISCAIA, 2007).

Nessas extracOes utilizam-se diversos tipos de solventes, como metanol,
acetato de etila, propanol, hexano, cloroférmio, acetona, etanol, entre outros (BISCAIA,
2007).

Alguns fatores podem afetar a produtividade e a composic¢ao da prépolis verde
no sudeste do Brasil foram avaliados por estudos realizados. Na extracdo usando o
soxhlet, utilizou-se etanol e agua destilada como solventes e foi colocado a 60°C por 24
horas. O rendimento da propolis cresceu com o aumento do teor de etanol no solvente e
esse aumento foi estabilizado com mais de 70% de etanol. Portanto, a extragdo usando
o soxhlet, nas condi¢fes detalhadas, tem como beneficio diminuir o tempo de extracao e
aumentar o rendimento do produto (CUNHA et al., 2004).

2.9 Andlise espectrofotométrica

A propolis ndo € empregada como matéria-prima bruta, primeiramente
0S seus componentes sao extraidos com solvente adequado. Este procedimento
deve retirar materiais inertes (resinas, ceras e materiais insollveis) e conservar 0s
compostos biologicamente ativos, principalmente os compostos fendlicos
(ZEGGIO, 2016).

A mensuracdo da concentracdo do grupo do composto ativo é mais
relevante do que a analise dos componentes individualmente, pois até o0 momento
nenhum composto isolado mostrou ser téo eficaz quanto o extrato utilizado em sua
totalidade (BANKOVA, 2005).

A variedade quimica encontrada na propolis torna a comparagédo de
amostras de origem praticamente igual a comparacao de extratos de diferentes

familias. Por isso, para que a propolis seja formalmente aceita no sistema de
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saude, devem ser criadas ferramentas de caracterizacdo quimica que garantam
sua eficacia, seguranca e qualidade (BANKOVA, 2005).

Como a prépolis € um material cuja composicado quimica é complexa, €
necessario desenvolver métodos analiticos rapidos, robustos e de baixo custo,
capazes de diferenciar amostras de varias origens e composi¢cdo quimica
(WATSON et al.,, 2006; SAWAYA; CUNHA; MARCUCCI, 2011). Para isso,
diversos estudos tém sido realizados para caracterizar a prépolis, empregando
meétodos analiticos ndo seletivos como a espectrofotometria ultravioleta-visivel
(UV-Vis) (PAGANOTTI; REZENDE; BARBEIRA, 2014; TOMAZZOLI, et al., 2015),
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear.

Os métodos espectrofotométricos para realizar analises de extrato de
prépolis foram projetados especificamente para quantificar as trés principais
classes de compostos fendlicos encontrados na prépolis europeia: compostos
fendlicos totais, flavonas e flavonéis (POPOVA et al., 2004).

A espectrofotometria, método aplicado para quantificar flavonoides
totais é baseada nas caracteristicas dos cations de aluminio de gerar complexos
estaveis com flavonoides, com deslocamento para sua absor¢cdo aumentada e
comprimentos de onda maiores. Assim, pode-se determinar o teor de flavonoides
na amostra, impedindo a intervencdo de outros componentes fendlicos,
especialmente os acidos fendlicos (FUNARI; FERRO, 2006). A figura 6 apresenta

um esquema do funcionamento interno do espectrofotémetro.
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Figura 6 - Representacdo do funcionamento interno do espectrofotémetro.
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Fonte: (MARTINEZ, 2014).

A absorbancia é calculada pelo equipamento pelo log da razéo entre a
intensidade de energia fornecida pela intensidade de energia transmitida pela
amostra (A=log (10/1).

A linearidade de um procedimento expressa a faixa na qual o sinal
analitico, aplicado a variavel dependente y, é linearmente proporcional a sua
concentracdo, aplicado a variavel independente x, e a equagdo matematica que
representa esta dependéncia é denominada como curva analitica ou curva de
calibracao (RIBANI et al., 2004).

Matematicamente, a hipétese dos coeficientes de uma curva analitica
desde um conjunto de medicdes experimentais pode ser elaborada utilizando a
técnica matematica conhecida como regressao linear (RIBANI et al., 2004). Além dos
coeficientes de regressédo a e b, também é permitido calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Um coeficiente de correlacdo maior que
0,999 é estimado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressdo. A ANVISA orienta um coeficiente de correlacéo igual a 0,99 e o INMETRO

um valor acima de 0,90.
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Em qualquer método instrumental, a relacao linear simples, € descrita pela
equacao 1:

Y=ax+b

Onde:

a — Coeficiente angular

b — Coeficiente linear

y — Variavel dependente (absorbancia)

x — Variavel independente (concentracao)

2.10 Espectrometria UV-VIS

As moléculas interagem com a luz a partir dos grupos cromoforos (ex:
duplas ligacbes conjugadas) em comprimento de onda especificos. Cada
molécula apresenta um espectro de absorcado caracteristico. No espectro UV-VIS
as moléculas interagem no intervalo de comprimento de onda entre 200-600 nm,
essa energia fornecida € suficiente para provocar transicao eletrénica de um nivel
fundamental para o excitado que posteriormente volta ao estado de repouso
liberando energia (ROSA et al., 2019).

Lambida € o comprimento de onda fornecido pelo equipamento e o
lambida maximo consiste ho comprimento de onda em que a amostra absorve
maior quantidade de energia.

A figura 7 apresenta o espectro de absorcao dos padrdes de acidos
fendlicos entre 200 a 600 nm.
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Figura 7 - Representacédo do espectro de absorcédo dos padrdes de acidos
fenolicos entre 200 a 600 nm.
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Fonte: (MIRA et al., 2008).

Andlise por HPLC/CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/CLAE) € um método
utilizado em analises de quimica analitica, que tem por objetivo separar compostos
guimicos em solucédo, a fim de identificar e quantificar os componentes presente
em uma mistura. O botéanico russo Mikhail S. Tswett definiu a cromatografia liquida
no inicio de 1900, desde entdo, é considerado o pai da cromatografia. Em seu
primeiro artigo publicado abordando a cromatografia liquida, ele usou o processo
de separacao de compostos extraidos de plantas, no qual foi utilizando solventes
em uma coluna empacotada com particulas de carbonato de célcio (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

Em 1950, como alternativa foi introduzido a camada fina de silica, que
um tempo mais tarde ficou conhecida como cromatografia de camada delgada.
Por volta de 1940, com o avanc¢o de estudos relacionados a cromatografia em
coluna, os Martin e Synge, ganharam o prémio Nobel, elaborando o modelo da
cromatografia liquida-liquida (PACHECO; BORGUINI et al., 2015)

A cromatografia tem como principio basico a separacdo de misturas,
onde os componentes que se deseja ser separados sado divididos entre duas fases:
fase estacionéaria e fase movel. Entre os diversos tipos de cromatografia, a que

vem sendo amplamente utilizada na bioguimica e analises de separacéo,
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identificacdo e quantificacdo de compostos ativos € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (DOLAN; SNYDER, 1989).

O tempo de retencdo € o tempo gasto por uma substancia desde o
momento em que ela € injetada até o instante em que é detectada no local da
saida do sistema. O tempo em que uma substancia fica no HPLC/CLAE, seja
diluido na fase mével, seja retido na fase estacionaria € denominado o tempo de
retencao.

O primeiro sinal do cromatograma indica o tempo gasto pelas
moléculas da fase movel até alcancar o detector. Esse tempo € denominado de
tempo morto, e em geral, € determinado por composto que estdo presente na
mistura que ndo sao retidos na fase estacionaria. Para se determinar quais sao os
tempos de retencdo corrigidos, é necessario conhecer o tempo morto, pois a
correcdo pode ser feita subtraindo seu valor do valor do tempo de retencéo
(DOLAN; SNYDER, 1989).

A bomba é o mecanismo mais importante do equipamento. O tipo de
bomba mais comum usa uma camara com um pistdo dentro e é de longe o0 mais
usado em quase 100% dos equipamentos HPLC/CLAE disponiveis
comercialmente. O pistdo possui um ciclo de enchimento e esvaziamento da
camara, juntamente com a acdo de um mecanismo de valvula localizado na
entrada e saida da camara.

A parte mais importante para o funcionamento de um HPLC/CLAE de
alta eficiéncia € a coluna, pois ela ira assegurar a eficacia da analise
cromatografica, a escolha do tipo de coluna depende da natureza das substancias
a ser analisada.

Em um cromatégrafo (HPLC/CLAE) trés tipos de colunas podem ser
usados: saturacao ou pré-colunas, colunas de guarda e colunas de separacéao.

Uma coluna ou pré-coluna de saturacéo é colocada entre a bomba e o
injetor para condicionar a fase mével. O FM saturado ndo ataca o FE quando ele
entra na coluna de separacdo, prolongando assim sua vida util. A coluna de

protecao é colocada entre o injetor e a coluna de separacao para proteger a coluna
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de separagdo e aumentar sua vida util. Deve ser preenchido com a mesma fase
estacionaria da coluna de separacao.

As colunas de separacdo sao os blocos basicos de constru¢do do
HPLC/HPLC e sdo responsaveis por separar 0S componentes presentes na
amostra analisada. Colunas de 2 mm s&o mais comumente usadas para HPLC de
pressao ultra-alta, colunas de 4-6 mm sdo usadas para a grande maioria das
aplicacoes de HPLC e colunas de cerca de 21 mm de diametro sdo usadas para
HPLC/HPLC semi-preparativa (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O comprimento da coluna pode variar entre 10-13 cm ou 25-30 cm.
Também é possivel utilizar colunas de vidro de paredes espessas, cuja
desvantagem € que nao ha ligacdo suficiente entre o vidro e o metal para suportar
a alta pressdo sem vazamentos.

O tamanho da particula estd diretamente relacionado a eficiéncia da
coluna em HPLC/HPLC. Quanto menores forem as particulas de empacotamento
da coluna, maior serd a pressao da coluna no sistema. Da mesma forma, quanto
menores as particulas do recheio da coluna, mais finos os picos e melhor o efeito
de separacao. Além de reduzir o tamanho das particulas do recheio, a reducao do
didmetro interno da coluna também melhora a eficiéncia do sistema. (LANCAS,
2010).

Entre os métodos analiticos usados, calcula-se que o HPLC/CLAE seja
usado por 90% dos laboratoérios por todo o mundo. Nos métodos de fase reversa
usados em HPLC/CLAE é utilizado a fase estacionaria que apresenta menor
polaridade e a fase mével que apresenta maior polaridade, enquanto, em fase
normal, as polaridades sdo opostas.

A fase reversa contempla diversas vantagens, como o uso de fases
maoveis que sdo menos toxicas e apresenta um custo reduzido, como por exemplo,
o metanol e agua. Aléem disso, as fases estacionarias apresentam mais
estabilidade, resultam em maior velocidade nas analises e um tempo de retencao
com maior reprodutibilidade (LANCAS, 2010).
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3 OBJETIVOS

Identificar, comparar e quantificar os principais marcadores bioativos
presentes na propolis verde, vermelha e marrom através de analises sensoriais, fisico-
quimicas, espectrofotometria de UV e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE/HPLC).

e Realizar andlise de autenticidade: aspecto, cor, aroma, sabor,
consisténcia e granulometria;

¢ Obter os extratos das propolis vermelha, marrom e verde a partir do
material in natura, por método extrativo a quente, usando o soxhlet;

e Executar ensaios fisico-quimicos e sensoriais usando as amostras
produzidas;

¢ |dentificar e quantificar os marcadores bioativos (quantificacdo de
acidos fendlicos e flavonoides totais) da propolis vermelha, verde e marrom
através de espectrometria de UV;

e Separar e identificar os compostos da propolis vermelha, verde e
marrom por método cromatografico (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia —
CLAE/HPLC);
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4 MATERIAIS E METODOS

As anadlises desenvolvidas tiveram por objetivo avaliar comparativamente
amostras de propolis verde, marrom e vermelha cedidas pela empresa Apis Flora
Industria e Comércio Ltda., a partir do desenvolvimento das seguintes técnicas de

andalise:

4.1 Anélises organolépticas

Os testes para avaliar as caracteristicas organolépticas foram realizados
conforme a metodologia validada da Apis Flora. Para avaliarmos a textura da amostra
utilizamos o sentido do tato, no qual verificamos a maleabilidade. Visualmente avaliamos
a cor e a uniformidade dos granulos. Em seguida, utilizamos o sentido do olfato para
avaliarmos o aroma caracteristico e o sentido do paladar para avaliarmos o sabor
caracteristico. Avaliamos também, a presenca ou auséncia materiais estranhos a

propolis, tais como pedacos de madeira, terra ou favos da colmeia.

4.2 Obtencao dos extratos de proépolis

Obteve-se uma solucdo estoque através da extracao exaustiva por soxhlet.
Para a extracdo, pesou-se cerca de 3,50 g da prépolis bruta, previamente congelada e
devidamente triturada, em um cartucho do extrator de soxhlet, devidamente seco e
tarado em uma balanca. Procedeu-se a extracao adicionando 100 mL de etanol 96% v/v
em baldo de fundo chato. Processo extrator ocorreu por 4-6 horas. Em seguida, deixou-
se a solucdo em béquer, refrigerando em freezer por 24 horas. Transcorrido este
periodo, filtrou-se a solugdo em papel filtro, previamente seco e tarado, o filtrado foi

recolhido em baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume e reservou o extrato.
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4.3 Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas deste estudo, foram realizadas conforme os
meétodos analiticos validados pela empresa Apis Flora Industria e Comércio Ltda., o qual

se baseou nos Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade (RTIQ).

4.3.1 Porcentagem de substancias soltveis em etanol

Em um vidro de reldgio devidamente seco em estufa a 100°C por 2 horas em
seguida esfriado em dessecador, anotou-se o peso do vidro de relégio vazio. Em
seguida, foi pesado 3,50 g da solucdo estoque neste vidro de relégio anotando o peso
da amostra mais o vidro de reldgio. Colocou-se em estufa a 100°C por 3 horas.
Transcorrido este periodo, resfriou-se em dessecador por 15 minutos, anotou-se 0 peso.
Repetiu-se esse processo até alcancar peso constante. Anotou-se 0 peso para realizar
o calculo. Foi calculada a razéo do residuo sobre a amostra pesada (g). Para obtencao
do resultado em mg/ml, multiplicou o resultado obtido por 1000 e pela densidade. Em
seguida, foi multiplicado por 10 e dividiu pela massa utilizada na obtencdo da solucdo

estoque (3,59), para se obter o resultado em % m/m.

4.3.2 Porcentagem de cera

Secou-se o papel filtro que foi utilizado na filtracdo da solugdo estoque em um
vidro de relégio devidamente seco em estufa de 100-105°C por 1h e tarado. Transferiu-
se o vidro de reldgio para dessecador e deixou-se esfriar por 15-20 minutos. Foi
calculado a percentagem de cera em relacdo a massa utilizada para fazer a solucao
estoque (3,509).
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4.3.3 Porcentagem de massa mecanica

Secou-se o cartucho utilizado na extracao por soxhlet em estufa por 2 horas.
Remove-se esse residuo para um vidro relégio e pesou-se. Em seguida, calculou-se a
quantidade de residuo seco em percentagem em relacdo a massa da amostra inicial

utilizada para fazer a solucéo estoque (3,50 Q).

4.3.4 Porcentagem de umidade

Em um vidro relégio previamente seco em estufa a 100°C — 105°C pesou-se
o vidro reldgio vazio e anotou-se peso (P1). Em seguida, no mesmo vidro relégio, pesou-
se cerca 2 g da amostra previamente triturada (P2). A amostra foi distribuida de maneira
uniforme no vidro de relégio e submetida em uma estufa a 100°C — 105°C por 3 horas.
Transcorrido este periodo, deixou-se esfriar por 15-20 minutos em um dessecador. Em
seguida, pesou-se e anotou-se o peso (P3). Repetiu-se o procedimento até alcancar

peso constante. Foi efetuado os seguintes calculos:

Equacéo 2:

P2-P1= Peso da amostra inicial
P3-P1= Peso da amostra apds a estufa
20 Célculo

Peso da amostra apds a estufa X 100 %= Umidade %
Peso da amostra inicial

3° Célculo
Umidade % - 100 = Umidade % m/m
Em que: P1= Peso do vidro relogio vazio

P2= Peso da amostra inicial
P3= Peso da amostra apos a estufa
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4.3.5 Porcentagem de flavonoides totais

Para doseamento dos compostos flavonoides totais procedemos com o
preparo do padréo da seguinte forma: em um baldo volumétrico de 10 ml, pipetou-se
1 ml da solucéo de quercetina 2 mg/ml. Em seguida, completou-se o volume do baldo
volumétrico com metanol e homogeneizou-se. Logo apoés, pipetou-se para um baldo
volumétrico de 25 ml, 1 ml desta solugéo e acrescentou-se cerca de 10 ml de metanol.
Com auxilio de uma pipeta transferiu-se 0,5 ml de AIClz 5% p/v e completou-se o
volume com metanol P.A.

Em dois baldes volumétricos de 25 ml, identificados como 1 e 2, pipetou-
se em sequéncia, 0,30 e 0,40 ml (V) da amostra do extrato de prépolis, acrescentou-
se 0,50 ml de metanol PA, 0,50 ml de AICIz 5% p/v e completou-se o volume com
metanol P.A.

Foi homogeneizado as solucdes e deixou-se em repouso em um local
escuro, por 30 minutos. Apds decorrido esse periodo, realizou-se a leitura das
amostras no espectrofotbmetro em 425 nm, usando metanol P.A. como branco

(AA/AP). Em seguida, calculou-se:

Equacéo 3:

Calculo: mg/mL= Aaxmp Em que: Aa = absorbancia da amostra
ApxV \ = volume da amostra (ml)
mp = massa de padrdo em mg (0,2)
AP = absorcédo do padréo

NOTA: se o valor de Aa for maior que 1, dilua 5mL do extrato para 10mL

com etanol 96%, reinicie o teste e multiplique o resultado por 2.

mag/a= mg/mLx 100 Emaque: P1=pesoinicial da amostra (q)
P1

fom/m= mg/g
10
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4.3.6 Porcentagem de fendis totais

Para doseamento dos compostos fendis totais procedemos com o preparo da
solucdo mae da seguinte forma: transferiu-se 25 mg do padréo de acido galico em
um baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com &gua destilada.
Adicionou-se 20 ml de agua destilada em um baldo volumétrico de fundo chato de 50
ml, em seguida transferiu-se com o auxilio de uma pipeta volumétrica 1 ml da solucao
mae (concentracao do padrdo-CP= 0,005 mg/ml).

Preparo da amostra: Transferiu-se com o auxilio de uma pipeta volumétrica
2 ml do extrato da amostra em um balédo volumétrico de 50 ml, completou-se o volume
com agua destilada e filtrou-se. Deste filtrado transferiu-se para um outro baldo
volumétrico de 50 ml com auxilio de uma pipeta volumétrica, 1 ml do filtrado e
acrescentou-se 20 ml de agua destilada.

Preparo do branco: em um baldo de 50 ml, pipetou-se 2 ml de etanol 70 %
v/v e completou-se o volume com agua destilada.

Em seguida, transferiu-se 1 ml desta solucdo para um outro baldo
volumétrico de 50 ml com auxilio de uma pipeta volumétrica e adicionou-se 20 ml de
agua destilada.

Nos balGes contendo a amostra, o branco e o padréo, protegidos da luz,
adicionou-se 2,5 ml do reagente de Folin Denis e 5,0 ml de uma solucéo saturada a
35 % p/v de carbonato de sodio, em seguida, completou-se o volume dos baldes
com agua destilada e deixou em repouso por exatamente 30 minutos ao abrigo da
luz. Realizou-se a leitura no espectrofotometro com comprimento de onda de 760

nm. Em seguida, calculou-se:

Equacéo 4:

AAXCPx250x100 Emque: AA =absorbancia da amostra a 760 nm
% mim= AP xP1xWV1 CP = Concentracéo do padrdo em mg/mL = 0,005 mg/mL
P1 =massa (g) da amostra utilizada para extracéo
AP = absorcéo do padréo
W1 = volume reacional da amostra
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Preparo da solucao de Folin Denis

Pesou-se 10 g de tungstato de sédio e 2 g de acido fosfomolibdico e transferiu-
se para baldo volumétrico de 250 ml e acrescentou-se 5 ml de acido fosforico concentrado
e adicionou-se 50 ml de agua destilada e homogeneizou-se até dissolver os compostos
completamente. Em seguida, acrescentou-se 25 ml de agua destilada. Submeteu a
sistema de refluxo sob aquecimento por 2h. Apds o tempo decorrido, filtrou-se a solugéo

em baldo de 100 ml e completou-se o volume com agua destilada.

Preparo do Reagente Carbonato de Sédio 35,0% (p/v)

Pesou-se 35 g de carbonato de sodio anidro em um béquer de 250 ml, em
seguida, adicionou-se 100 ml de 4gua destilada. Submeteu-se 0 béquer com o0 composto
a temperatura de 70-80°C até dissolver completamente. Apés esfriar, foi deixado em
repouso por 24 horas (a solucdo tornou-se transparente com depdésito de sal no fundo).

Apos esse tempo filtrou se em papel filtro.

4.3.7 Atividade de oxidagéo

A propriedade antioxidante pode ser estimada com os procedimentos descritos
abaixo:

Pipetou-se 2 ml do extrato em um béquer de 100 ml, e adicionou 48 ml de
agua destilada e homogeneizou-se com auxilio de um bastao.

Pipetou-se em seguida, 0,5 ml do diluido + 1,5 ml de agua destilada + 1 ml
de &cido sulftrico 20 % v/v, em um tubo de ensaio de 15 ml, previamente lavado com
sulfocrédmica e seco. Homogeneizou-se e resfriou-se em banho de gelo a 18-20°C.

Depois de atingida esta temperatura, retirou-se os tubos de ensaio do banho
de gelo em seguida, pipitou se 50 microlitros de KMnOa4 0,02M na borda do tubo
agitando, ao mesmo tempo cronometrando, até que a cor avermelhada do
permanganato desapareca usando um fundo branco como contraste. Anoto se o tempo

decorrido.
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4.3.8 Porcentagem de cinzas

Secou-se o cadinho em mufla a (300°C + 25°C) por 30 minutos, apos, deixou-
se esfriar em dessecador até a temperatura de 25 graus, apos isso pesou-se o cadinho
(Po). Pesou-se neste cadinho, 2,0g da amostra de prépolis (P1). Colocou-se a amostra
na mufla a 300°C, por 30 minutos em seguida, alterou-se a temperatura para 600°C e
deixou se por 90 minutos até que se formasse cinzas brancas ou levemente

acinzentadas. Colocou se no dessecador e pesou-se (P2). Em seguida, calculou-se:

Equacao 5:
Calculo:
% de ci _ (Pz-Pag)x 100 Onde: Po = peso do cadinho vazio
e cinzas (g) = (P1-Pug) P1 = peso do cadinho + amostra inicial

Pz = peso do cadinho + amostra calcinada

4.4 Anadlise por HPLC/CLAE (Cromatografia liqguida de alta eficiéncia)

As realizar as analises dos compostos presentes nas amostras de prépolis
foram estabelecidas as condi¢Bes ideais das fases cromatograficas, conforme
apresentado na tabela 1. Para o desenvolvimento dessa andlise foi utilizada a

metodologia validada pela Apis Flora.
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Tabela 1 - Condi¢gGes cromatograficas para andlise por HPLC/CLAE.

Fase Estacionaria

Coluna cromatogréafica: C18 (Shim-pack, CLC-ODS (M), 25 cm x 4,6)

Detector: 275 nm Temperatura da coluna: 40°C
Fase movel
Fluxo da fase movel: 0,8 mL/ min Fase A: dgua acidificada
PN L Lo Fase B: Metanol
Volume de injec¢éo: 10 pL com acido férmico 0,1% v/v
_ Solvente (%)
Tempo (min) : _
Metanol Agua Acidificada
0 20 80
70 95 5
75 20 80
77 20 80

Fonte: dos autores.

Pesar, em baldo de 10 ml, 800 mg do extrato de propolis. Em seguida,
acrescentou-se 5 ml de metanol e completou-se o volume do baldo com uma solugéo de
acido férmico 0,1 %.

Logo, homogeneizou-se e filtrou-se a solucdo em papel filtro de 0,45 um.

Pipetou-se uma aliquota 1 ml para um vial e colocar no batch do HPLC, para
realizar a injecao.
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Os resultados das analises realizadas em amostras de propolis verde, marrom e
vermelha estdo sumarizados abaixo.

5.1 Analises organolépticas e fisico-quimicas

Nas tabelas 2, 3 e 4 sdo apresentados o0s valores obtidos das andlises fisico-

guimicas nas amostras de propolis.

Tabela 2 - Valores das analises organolépticas e fisico-quimicas da prépolis verde.

Parametro Resultado Especificacao
P&s ou pedacos heterogéneos
Aspecto isentos de misturas mecanicas
Conforme .
contaminantes
Balsamico e resinoso
Aroma . o
Conforme |dependendo da origem boténica
Amarelada, parda, esverdeada,
Cor marrom e outras, variando
Esverdeada : n
conforme a origem botanica
Suave balsamico a forte e
Sabor Conforme plca}nt_e, dependendo da origem
botanica
A temperatura ambiente maleavel
Consisténcia a rigida, dependendo da origem
Conforme s
boténica
Granulometria Heterogénea
Conforme
Porcentagem de umidade 4,94 Maximo de 8 % m/m
Porcentagem de cinzas 2,87 Méaximo de 5% m/m
Porcentagem de cera 11,88 Méaximo de 25 % m/m
Porcentagem de fendis totais 12,15 Minimo 5 % m/m
Porgentagem de flavonoides 287 Minimo de 0.5 % m/m
totals
Atividade de oxidacéo 19”82 | Maximo de 22 segundos
Porcentagem de massa mecéanica 30,33 Méaximo 40% m/m
Porcentagem de substancias 48,97 Minimo de 35% m/m

soluveis em etanol

Fonte: Autores.
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Conforme podemos observar os resultados obtidos estdo conforme as

especificacdes, como recomendado pelo RTIQ. Ressaltando que a baixa porcentagem

de cinza, indica que na amostra ndo houve adulteracédo. As avaliacdes sensoriais estao

dentro da conformidade.

Tabela 3 - Resultados das analises organolépticas e fisico-quimicas da propolis marrom.

Parametro Resultado Especificacao
PGs ou pedacos heterogéneos
Aspecto Conforme isentos de misturas mecénicas
contaminantes
Balsamico e resinoso dependendo
Aroma Conforme : <.
da origem botanica
Amarelada, parda, esverdeada,
Cor Marrom marrom e outras, variando
conforme a origem botanica
Suave balsamico a forte e picante,
Sabor Conforme . e
dependendo da origem botéanica
A temperatura ambiente maleavel a
Consisténcia Conforme rigida, dependendo da origem
botanica
Granulometria Conforme Heterogénea
Por_centagem de 45 Maximo de 8 % m/m
umidade
Porcentagem de cinzas 2,58 Maximo de 5% m/m
Porcentagem de cera 22,35 Méaximo de 25 % m/m
Porc_:entagem de fendis 552 Minimo 5 % m/m
totais
Porcentagem de 0,88 Minimo de 0,5 % m/m
flavonoides totais
Atividade de oxidacéo 21”10 Maximo de 22 segundos
Porcentagem de massa 21,02 Maximo 40% m/m
mecanica
Porcentagem de
substancias soluveis 40,91 Minimo de 35% m/m

em etanol

Fonte: Autores.
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Nos resultados das anélises da propolis marrom podemos observar que a
concentracdo de flavonoides e compostos fendlicos € baixa, proximo ao limite inferior,
fato normal para este tipo de prépolis e a quantidade de cera e cinzas esta dentro dos
limites de tolerancia e o teor de sollveis em etanol esta dentro dos niveis aceitaveis de

concentracdo. As avaliacdes sensoriais estdo dentro da conformidade.

Tabela 4 - Resultados das analises organolépticas e fisico-quimicas da propolis vermelha

Parametro Resultado Especificacao
P&s ou pedacos heterogéneos
Aspecto Conforme |isentos de misturas mecanicas

contaminantes
Balsamico e resinoso dependendo
da origem botanica

Amarelada, parda, esverdeada,
Cor marrom e outras, variando
Avermelhada ! .
conforme a origem botéanica

Suave balsamico a forte e picante,

Aroma Conforme

Sabor Conforme dependendo da origem botéanica
A temperatura ambiente maleéavel

Consisténcia Conforme |arigida, dependendo da origem
botanica

Granulometria Conforme |Heterogénea

Porcentagem de umidade 4,74 Méaximo de 8 % m/m

Porcentagem de cinzas 1,52 Méximo de 5% m/m

Porcentagem de cera 17,05 Maximo de 25 % m/m

Porcentagem de fendis totais 9,93 Minimo 5 % m/m

Porgentagem de flavonoides 6.78 Minimo de 0,5 % m/m

totais

Atividade de oxidagéo 21730 |Maximo de 22 segundos

Porcentagem de massa

N 25,35 Maximo 40% m/m
mecanica

Porcentagem de substancias

L. 49,50 Minimo de 35% m/m
solliveis em etanol

Fonte: Autores.
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Podemos observar que o0s resultados obtidos estdo conforme as
especificacoes recomendadas pelo RTIQ. A concentracdo de cera e cinzas também esta
dentro dos limites aceitiveis, ndo havendo possibilidade de adulterantes na amostra. O
teor de sollveis em etanol também esta em nivel aceitavel, evidenciando boa extracédo
pelo processo realizado.

As avaliacbes sensoriais estdo dentro da conformidade, conforme
apresentado na tabela 4.

Em destaque, observamos que esse tipo de prépolis apresenta uma alta
concentracdo de flavonoides e compostos fendlicos em relagcdo a propolis verde e

marrom, caracteristica tipica deste tipo, devido a fatores relacionados a regido de origem.

5.2 Anélises cromatograficas e espectrométricas

Nas figuras 8, 9 e 10 sdo apresentados 0s cromatogramas obtidos nas
analises realizadas por HPLC/CLAE, onde se observam a identificacdo dos picos dos
principais compostos presentes em cada uma das amostras de propolis.

Figura 8 - Cromatograma da amostra de propolis verde

[ mAU
| 3254 9
E Propolis Verde 10
300 1 - Acido caféico
| 275 2 - Acido p-cumarico
] 3 - 3,5 Dicafeoilquinico
25073 4 - 4,5 Dicafeoilquinico
‘ 225_ 5- Aroma({endnna
] 6 - Drupanina
200 7 - Crisina
1 8 - Galangina
1755 :
] 9 - Artepelin C
1503 10 - Bacharina

1259




Fonte: Autores

Figura 9 - Cromatograma da amostra de propolis marrom

75nm,4nm

1 - Acido cafeico

2 - Acido p-cumérico

3 - 3,5-dicafeoilquinico
4 - 4,5-dicafeoilquinico

—r

Fonte: Autores
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Figura 10 - Cromatograma da amostra de propolis vermelha
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Fonte: Autores
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Na tabela 5 estdo relacionados os tempos em minutos, da retencdo dos

marcadores e seus respetivos comprimentos de onda UV maximos absorvidos pelos

principais componentes da propolis.

Tabela 5 — Relacado dos principais marcadores encontrados na prépolis e seus respectivos tempos
de retencdo e comprimentos de onda maximos absorvidos no UV-VIS

Padrao Tempo (min.) Lambdas max.
acido cafeico 15,00 210/323 /737 /768 /565
acido p-cumarico 20,50 309/210/735/768 /426
3,4 dicafeoilquinico 24,10 195/325/244 /658 /470
3,5 dicafeoilquinico 24,40 213/328 /736 /769 /581
rutina 27,50 206 / 256 / 355/ 767/ 735
4,5 dicafeoilquinico 28,20 213 /328 /737 /656 / 485
3,4,5 tricafeoliquinico 30,70 212 /330/ 7371472
acido cinamico 35,50 208 /194 /276 /485 /426
guercetina 36,20 255/369 /485 /592 / 685
aromadendrina 37,00 199/213/291/656 /485
drupanina 48,00 197/ 315/ 233 /655
kaempferol 52,30 197 /309 /235/655/485
artepelin c 61,60 193/315/237/485/581
bacharina 65,70 198 /280 /659 /468 / 639

Fonte: Apis Flora.

A tabela 6 apresenta as equacdes da reta, com 0S seus respectivos

coeficientes angular e linear, para os principais marcadores encontrados na propolis

verde e marrom, obtidos a partir da validacdo analitica da metodologia Apis Flora,

conforme descrito em AF-1-14 e AC-I-7 para quantificagdo desses analitos. Nas tabelas

7e 8 apresenta a relacdo entre a area do pico do HPLC/CLAE com a concentracdo dos

compostos presente na amostra de prépolis verde e marrom.
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Tabela 6 - Relacdo dos marcadores presenta na prépolis verde e marrom com 0s seus receptivos
coeficientes angular e linear

Marcador Equacéo da Reta A B
acido cafeico y = 30206 x — 5144 30206 5144
acido p-cumarico y = 54397 x — 23540 54397 23540
3,5 dicafeoilquinico y = 18942 x — 44655 18942 44655
Rutina y=9677,4 x -4151,2 9677,4 4151,2
4,5 dicafeoilquinico y = 15827 x — 13446 15827 13446
acido cinamico y =111914 x - 4065,4 111914 4065,4
quercetina y = 25320 x + 8573 25320 8573
aromadendrina y = 23304 x — 4193 23304 4193
drupanina y = 26870 x — 36385 26870 36385
crisina y = 66663 x - 3433,7 66663 3433,7
galangina y = 34798 x — 17489 34798 17489
artepelin c y = 15984 x — 16698 15984 16698
bacharina y = 49810 x — 39607 49810 39607

Fonte: Apis Flora.

Analisando os resultados da tabela 7, observa-se que a propolis verde, comum
na regido sul e sudeste, principalmente na regido de Minas Gerais, possui elevada
concentracdo dos compostos fendlicos, que confere a esta variedade de propolis um dos
materiais mais ricos em termos nutricionais, sendo exportada para paises da Asia,
Estados unidos e Europa. Na analise quimica, as concentracfes elevadas de flavonoides
e compostos fendlicos totais confirmam uma de suas caracteristicas. Observa-se a
presenca de altas concentracdes de Artepelin-C e Bacharina, as quais sdo marcadores

guimicos para este tipo de prépolis.
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Tabela 7 - Relacao entre a area do pico do HPLC/CLAE com a concentracdo dos compostos
presentes na amostra de propolis verde

Marcador Equacéo da Reta a b 5:1?::?9] Densidade ";:_'s:]a Area {ﬁ::};} {‘}‘S ?nr:::;]
Acido caféico y = 30206x - 5144 30206 5144 49657 0,508 0,031
Acido p-cumarico y =54397x - 23540 54397 23540 1241749 6,517 0,652
3,5 Dicafecilquinico y = 18942x - 44655 18942 44655 725070 11,385 1,138
4,5 Dicafeocilquinico y =15827x- 13446 15827 13448 982107 17,623 1,762
Aromadendrina y = 23304x% - 4193 23304 4193 533704 6,467 0,647
Drupanina y=26870x- 36385 26870 36385 3551 0815 81919 827304 9,006 0,90
Crisina y = B66663x - 3433, 7 66663 3434 591028 2,498 0,250
Galangina y=34796x- 17489 34798 17489 11756223 9.603 0,960
Artepelin C y = 15984x - 16698 15984 16693 4018075 70,722 T,072
Bacharina y=49810x - 39607 49810 39607 31728186 18,069 1,807

Fonte: Apis Flora.

Na analise dos resultados referentes a prépolis marrom (tabela 8) podemos

observar concentracdes bem menores de compostos fendlicos e a auséncia de alguns

marcadores comuns na propolis verde como, por exemplo, a Bacharina e o Artepelin C,

que sado bastante conhecidas pelas suas atividades anti-inflamatoérias e antimicrobianas.

Tabela 8 - Relagao entre a area do pico do HPLC/CLAE com a concentragdo dos compostos
presentes na amostra de prépolis marrom

. Massa . massa
Marcador Equacgio da Reta a b Densidade Conc.
Soxlet (g) (mg) (mgalg)
Acido caféico y = 30206x- 5144 30206 5144 13102 0173
Acido p-cumarico y = 54397x- 23540 54397 23540 77807 0,532
3,5 Dicafeoilquinico  y = 18942x- 44655 18942 44655 46293 1,371
4.5 Dicafeoilquinico v = 15827x- 13446 15827 13446 38579 0,939
3,589 0818 797,92
Aromadendrina y = 23304x%- 4193 23304 4193 nd nd
Drupanina Yy = 26870x- 36385 26870 36385 nd nd
Artepelin C y = 15984x- 16698 15984 16698 nd nd
Bacharina y = 49810x- 39607 49810 39607 nd nd
Fonte: Apis Flora.
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Na andlise da propolis vermelha foi identificada e quantificada a
formononetina, através da comparacdo da area do pico da amostra com a area obtida
pela injecdo de uma solucdo padrdo deste marcador de concentracdo conhecida,

conforme demonstrado na tabela 9.

Tabela 9 - Relagao entre a area do pico do HPLC/CLAE com a concentragdo do composto presente
na amostra de prépolis vermelha

5 Massa
Concentragdo Area do Massa Extrato : Conc.
Marcador (Prép. In Densidade Area
(wml) Padrao Natura) (mg) (mg/g)
Formononetina 74 3087405 3,566 0,817 842 91 246017 1,60

Fonte: Apis Flora.

Na analise dos resultados referentes a propolis vermelha observa-se a
auséncia dos marcadores encontrados nas variedades verde e marrom. Em contrapartida
foi encontrada Formononetina, que € um composto fendlico (isoflavona) presente

somente neste tipo de propolis.

6 CONCLUSAO

As analises cromatograficas por HPLC/CLAE, espectrometria de UV,
avaliaces fisico-quimicas e andlises organolépticas foram utilizadas para comparar as
principais variedades de prépolis (verde, marrom e vermelha) para o preparo de extratos
e por meio destas avaliacdes pode-se concluir que todas estavam dentro dos parametros
fisico-quimicos e sensoriais.

Conclui-se também, avaliando o aspecto quimico, que a variedade de propolis
verde apresentou maior concentracdo de compostos fendlicos, entre eles, 0s compostos
isoprenilados Artepelin-C e Bacharina. Estas substancias sao tipicas da espécie vegetal
(Baccharis dracunculifolia), que foi polinizada pelas abelhas que produziram este tipo de
prépolis. Os testes realizados por espectrofotometria também puderam comprovar as
altas concentracfes de flavonoides totais e fendis totais, se comparadas aos resultados

das analises da prépolis marrom, que apresentou uma concentracao inferior destes
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compostos, comprovada pelas em andlises com HPLC, bem como com
espectrofotometria.

Ao comparar a variedade de prépolis vermelha podemos concluir que ela é
singular, pois ndo apresenta nenhum dos compostos fenolicos encontrados nas outras
variedades, ao passo que foi encontrada na sua composicao a isoflavona Formononetina,
que é um marcador para esta variedade de propolis, que € encontrada exclusivamente

no Brasil, 0 que |he caracteristica singular.
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