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RESUMO

O Brasil & o terceiro maior produtor de propolis do mundo, composto que possui atividade farmacologica como
antibidtico, antimutagénico, cicatrizante, antioxidante e anti-inflamatério, utilizado no tratamento alternativo de
varias doencas. O objetivo desse trabalho foi comparar as propriedades quimicas e potencialidades da propolis
verde com a planta Baccharis dracuncuniifolia DC, que é a sua fonte botanica, a partir do extrato bruto obtido por
extracao a quente, por meio de analises de absorbancia na regiao do UV-Visivel para quantificacao de compos-
tos fendlicos, flavonoides, potencial antioxidante e poder bactericida, utilizando microrganismos Staphylococ-
cus aureus e Escherichia coli como biologico. A partir das analises espectrofotométricas foram obtidos teores de
concentracao de compostos fendlicos totais (TCFT) e flavonoides totais (TFT) superiores para a propolis verde
(2 média de valores encontrados para a propolis € de 1,56 = 0.01 mEqQ/g e para a planta 0,76 = 0.02 mEqQ/g
na determinagao de TFT e TCFT encontrado na amostra investigada, foi de 15,10 e 9,26% para a propolis e para
a fonte botanica B. dracunculifolias, respectivamente), assim como o potencial bactericida. Os métodos empre-
gados mostraram que a planta Baccharis dracuncunlifolia DC é fonte botanica para a propolis verde, devido as
similaridades entre as duas matrizes. A analise da potencialidade bactericida indicou que o extrato da propolis
possuiu a capacidade de inibir o crescimento bacteriano de espécies gram-positiva e gram-negativa indicando
que podem ser ferramentas importantes para tratar infec¢des causadas por essas bactérias.

Palavras-chave: Propolis. Baccharis dracuncunlifolia. Extracdo. Caracterizagao.

ABSTRACT

Brazil is the third largest producer of propolis in the world, a compound that has pharmacological activity such
as antibiotic, antimutagenic, healing, antioxidant and anti-inflammatory, used in the alternative treatment of
various diseases. The objective of this work was to compare the chemical properties and potentialities of green
propolis with Baccharis dracuncunlifolia DC plant, which is its botanical source, from the raw extract obtained by
hot extraction, by absorbance analysis in the UV- Visible for quantification of phenolic compounds, flavonoids,
antioxidant potential and bactericidal power using Staphylococcus aureus and Escherichia coli microorganisms
as biological. From the spectrophotometric analyzes were obtained concentrations of total phenolic compounds
(TCFT) and total flavonoids (TFT) higher for green propolis (the average values found for propolis is 1.56 = 0.01
mEqQ / g for the plant). 0.76 + 0.02 mEqQ/g in the determination of TFT and TCFT found in the investigated sam-
ple was 15.10 and 9.26% for propolis and botanical source B. dracunculifolias, respectively), as well as bacterici-
dal potential. The methods employed showed that Baccharis dracuncunlifolia DC plant is a botanical source for
green propolis due to the similarities between the two matrices. Analysis of bactericidal potential indicated that
propolis extract has the ability to inhibit bacterial growth of gram-positive and gram-negative species indicating
that they may be important tools for treating infections caused by these bacteria.

Keywords: Propolis. Baccharis dracuncunlifolia. Extraction. Characterization.
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1 INTRODUCAO

A propolis verde & um composto resinoso produzido por abelhas a partir da coleta de distintas partes
da planta (gemas vegetativas e florais), acrescentando cera, saliva e pélen. A fonte botanica da propolis
verde é Baccharis dracunculifolia DC, no entanto a composi¢ao quimica pode variar de acordo com a coleta
de outras plantas da flora local.

A propolis impulsiona o mercado de produtos naturais usados para melhoria da qualidade de vida.
O Brasil lucrou cerca de cinco milhoes de doélares em 2012 com a exportacao de propolis, abastecendo
principalmente o mercado asiatico onde o extrato alcodlico é vendido a US$ 110. A regido sudeste do
Brasil detém a maior parte dos lucros, pois produz a propolis verde que é a mais bem cotada no mercado
internacional.

Pesquisas brasileiras identificaram como constituintes da propolis verde: flavonoides; acido benzoico;
alguns benzoatos; hidroxilados nao aromaticos; acidos alifaticos e ésteres, sendo responsaveis pela acao
antioxidante, anti-inflamatoria, imunomodulatéria, hipotensiva, cicatrizante e anestésica.

A origem botanica da propolis verde é a Baccharis dracunculifolia DC, uma planta nativa da sul do Brasil,
popularmente conhecida como vassourinha, alecrim do campo ou alecrim vassoura. Esta planta é usada
na medicina popular para tratar doengas gastricas, inflamagao e distirbios hepaticos. Além disso, esta
planta ganhou relevancia apos a descoberta que € uma das principais fontes de propolis verde brasileira.
A resina de B. dracunculifolia fornece a caracteristica de cor verde escura da prépolis verde brasileira.

A planta possui as mesmas propriedades da propolis, no entanto existem diferencas entre suas
composigoes, o que dificulta a padronizacao de amostras de propolis, sendo necessario um controle
de qualidade através de analises fisico-quimicas comparando a composicao dos extratos indicando
compostos em comum.

Sendo assim, a pesquisa proposta neste trabalho objetivou a comparacao das propriedades
quimicas e potencialidades da propolis verde e a sua fonte botanica Baccharis dracuncunlifolia DC por
meio de medidas de absorbancia no UV-Visivel para quantificacao de compostos fendlicos, flavonoides e
potencial antioxidante, bem como a avaliagao do seu poder bactericida utilizando como modelo biolégico
0s microorganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

2 FUNDAMENTAQEO TEORICA
Ousode plantas medicinais no tratamento de doencas é uma praticarealizada desde aantiguidade pela
humanidade, muitas vezes sendo a Gnica forma terapéutica disponivel para uma populacdo (BOURHIA,
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2019). As plantas medicinais sao utilizadas para a cura de diferentes infeccdes e contribuem como base
de motivacdo para novos agentes terapéuticos. 80% do mundo ainda depende do uso tradicional de
plantas medicinais (SHAHAT, 2018).

Este fator tem estimulado um grande interesse cientifico em pesquisas de produtos quimicos e
farmacologicos envolvendo as propriedades biologicas de plantas medicinais, tornando-os a fonte de
muitos medicamentos que agora sao usados na pratica clinica (SHEDOEVA, 2019). Entre uma variedade
de plantas, B. dracunculifolia DC (Asteraceae), uma planta nativa do Brasil, mais conhecida como “Alecrim
do Campo’, se destaca neste contexto (BUDEL, 2018). Diversas atividades farmacologicas tém sido
atribuidas a esta planta, incluindo anti-ulcerativas (OLIVEIRA-LIMA, 2019), antibacteriana (CAZELLA,
2019) e antiflngica (OLIVEIRA, 2015).

B. dracunculifolia DC € umas das principais espécies de sua familia devido a sua composi¢ao quimica e
relacao peculiar com as abelhas Apis mellifera, sendo fonte botanica para a propolis verde (SIMONI, 2018).

Propolis é o termo genérico usado para denominar o material resinoso coletado por espécies de
abelhas, que usam esta substancia para se proteger contra insetos e microorganismos (PRZYBYLEK,
2019).

A composicao quimica da propolis esta intimamente relacionada as resinas e balsamos das fontes
vegetais usado para produzi-lo. Junto com o progresso da pesquisa, mais de 300 componentes quimicos
na propolis foram identificados. Os principais grupos de compostos quimicos encontrados na propolis sao
ceras, polifendis (acidos fendlicos, flavonoides) e terpendides (ANJUM, 2019). O grupo flavondide inclui
crising, pinocembring, apigeninga, galangina, quercetina, tectocrisina, pinostrobina e outros. Outro grupo
de compostos presentes na propolis sao os acidos aromaticos, entre que ocorrem com mais frequéncia
sao os acidos ferdlico, cinamico, cafeico, benzéico, salicilico e p-cumarico (PRZYBYLEK, 2019).

Alguns estudos foram realizados com espécies de propolis e Baccharis para avaliar o seu potencial
para combater doencas causadas por virus (SIMONI, 2018), bactérias (AMARANTE, 2019), tratamento
para distlrbios gastrointestinais (SILVA, 2018) e potencial antioxidante (KOCOT, 2018). Os beneficios para
a salde oriundos da propolis estao relacionados ao seu conteddo de flavondides e outros compostos
fendlicos (ZARATE, 2018).

Na pesquisa cientifica, a aplicacdao de solventes de diferentes polaridades afeta a composicao dos
extratos obtidos, uma vez que os compostos hidrofilicos sao solUveis em solventes polares como
alcoois, aqueles com propriedades hidrofobicas exibem maior afinidade com solventes nao polares como
hidrocarbonetos. As propriedades do extrato dependem fortemente nao apenas do solvente utilizado,
mas também das condicoes de extracao como tempo e temperatura (KIM, 2015).
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A extracdao & uma etapa critica para a preparagao de amostras em procedimentos de analises
utilizando matrizes naturais complexas. E possivel encontrar na literatura diversas técnicas de extracio
para a determinacao de compostos organicos, variando de acordo com a finalidade da extracao, matriz
utilizada e compostos de interesse. Os métodos mais utilizados sao a extragao por Soxhlet, ultra-som,
micro-ondas e fluido supercritico (OLIVEIRA, 2016).

O método de extragao por Soxhlet & um dos mais antigos e difundidos para a extracao a quente,
sendo referéncia para extracao de compostos organicos e consiste em um reservatorio de vidro com
contato direto com o frasco de destilagao em uma extremidade e um condensador em outra, a amostra
é inserida no interior do reservatorio, desta forma quando o solvente é evaporado arrasta componentes
semi-volateis ou nao volateis da amostra (GUSSO, 2012).

A extracao por Soxhlet é considerada um método continuo, onde o extrator permite que o solvente
passe pelaamostrarepetidas vezes formandoumciclo. Cadaciclo corresponde aumalavagem, mantendo-
se em processo constante a temperatura elevada. Pode-se utilizar um solvente ou combinagao entre
solventes com polaridade variada (GOPALASATHEESKUMAR, 2018).

Sendo assim, a pesquisa proposta neste trabalho objetivou a comparacao das propriedades
quimicas e potencialidades da propolis verde e a sua fonte botanica Baccharis dracuncunlifolia DC por
meio de medidas de absorbancia no UV-Visivel para quantificagao de compostos fendlicos, flavonoides e
potencial antioxidante, bem como a avaliacao do seu poder bactericida utilizando como modelo biologico
0s microorganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

3 MATERIAIS E METODOS

A propolis utilizada neste trabalho foi produzida pelo apiario Prodapys localizado no municipio de
Ararangua, Santa Catarina, e possui selo de Inspecao Federal de acordo com a Instrucao Normativa N° 3,
de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,2001).

A planta, Baccharis dracunculifolia DC, utilizada neste estudo foi da marca Ervanaria Marcos Guido (REF
04) que fica localizada em Sao Gongalo do Rio das Pedras, Minas Gerais.

O processo de extracao para obtencao do extrato bruto da propolis e da Baccharis dracunculifolia DC
utilizando o equipamento Soxhlet foi realizado com a proporcao de 20 g da propolis e 20 g da planta
para 100 mL de etanol 96% conforme descrito por Simoni, 2018. Em ambas as extracoes, o fluxo para
resfriamento e controle de temperatura foram controlados. O tempo de extragao foi estabelecido em
5 horas, pois de acordo com Cordeiro (2015), elevadas temperaturas, combinadas com longas horas
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ocasiona a degradacao da propolis. Os extratos alcodlicos da Baccharis dracunculifolia DC e da propolis
foram concentrados sob vacuo usando evaporador rotativo.

A técnica de espectroscopia no UV-Vis foi utilizada para a quantificacao de flavonoides (425 nm)
e fendis totais (668 nm). Uma curva de calibracao com quercetina e acido galico foi utilizada para
determinacao do teor total de flavonoides e fendis, respectivamente, segundo a metodologia descrita
por Aryal e colaboradores (2019). Sendo assim, os teores de fendlicos totais foram determinados em
miliequivalente de acido galico (mEqQG) por grama de extrato bruto, utilizando a seguinte equagao com
base na curva de calibragao: y = 3,1154 x — 0,0781 (R?=0,9998). Os teores de flavonoides totais foram
determinados em miliequivalente de quercetina (mEqQ) por grama de extrato bruto, utilizando a seguinte
equacao com base na curva de calibracao: y = 8,375 x — 0,3419 (R?=0,9934).

A acao antioxidante do extrato bruto da propolis e da Baccharis dracunculifolia DC foi analisada pela
capacidade dos antioxidantes presentes na amostra captarem o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina), conforme as metodologias descritas por Shekhar & Anju (2014).

Para a determinacao da atividade antioxidante dos extratos brutos em estudo, foi utilizada uma
solucao etandlica de DPPH 1 mmol.L'". A solucao foi acondicionada em frasco ambar e utilizada para
diluicdes da curva de calibracao. Foram preparadas trés solu¢cdes metandlicas de cada extrato bruto nas
concentragdesde 5,0a 15,0 pg.mL". O solvente alcool metilico foi utilizado como branco. As analises foram
realizadas em triplicata, aguardando um periodo de 30 min até a estabilizacao da leitura no UV-visivel
nas bandas de 515 nm para determinar o decaimento do potencial antioxidante efetivo (Concentracao
Inibitéria de 50% - Ec50).

A analise do potencial bactericida foi feita com os microrganismos Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923. O indculo foi padronizado para 0.5 da escala de Mac-Farland, que
corresponde a 1,5 x 10° Unidades Formadoras de Col6nia (UFC/mL) das bactérias avaliadas (VERGARA-
FIGUEROA, 2019).

Para a analise pesou-se 100 mg de extrato concentrado em eppendorf e diluiu-se em 1 mL de
diferentes concentragdes de Dimetilsulfoxido (DMSO), sendo elas, 5%; 10%; 15% e 20%. Aliquotas de
DMSO, dos extratos e lodo foram aplicados em placa de Petri com meio Luria-Bertanibroth e bactérias
inoculadas. As placas de Petri foram mantidas em estufa a 37 °C durante 24 horas. Segundo Monorris
e colaboradores (2019) poder bactericida foi indicado pela presenca de halos onde nao ha crescimento
bacteriano visivel.

Todos os calculos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e para comparacoes entre
as médias dos indices de atividade, utilizou-se o teste de Tukey. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes quando P < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Figueiredo (2017), o exame organoléptico do extrato permite dedugdes em relacao a
caracteristicas fisico-quimicas da amostra, por exemplo, a coloragao esverdeada esta relacionada a
composicao de acidos fenalicos presentes na fragao de resina da propolis, a consisténcia em temperatura
ambiente esta de acordo ao teor de cera, uma vez que em extratos com maior teor de cera tendem a ter
consisténcia mais maleavel.

Ao fim da extragao observou-se que em temperatura ambiente, formou-se um precipitado turvo, e
conforme descrito por Devequi-Nunes e colaboradores (2018), é cera misturada com pdlen, aparentando
uma pasta em meio ao extrato alcodlico (Figura 1).

A escolha do etanol como solvente extrativo para as amostras em estudos se deve ao fato do etanol
ser uma molécula anfifilica e extrair tanto substancias com carater apolar quanto polar, resultados
semelhantes a outros estudos realizados (KARABEGOVIC, 2014).

Figura 1 — Extrato de propolis obtido pela técnica de Soxhlet.

Fonte - os autores.

A amostra de propolis adquirida possui coloracao amarelada, consisténcia rigida e contém alto teor
de cera, por esse motivo, houve a necessidade de filtrar e centrifugar o extrato, a fim de retirar a fragao
de cera. Esta etapa proporciona consideravel mudanga no aspecto visual e em consisténcia do extrato,
conforme Figura 2.
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Figura 2 — Extratos concentrados de propolis: (a) com cera; (b) sem cera.

Fonte - os autores.

O extrato da planta mostrou-se similar ao da propolis, com consisténcia semelhante, porém sem
quantidade significativa de cera, pois se trata de um extrato vegetal. Particularmente no Brasil, B.
dracunculifolia DC (Asteraceae) é a principal fonte botanica das abelhas para produzir prépolis verde. De
fato, extratos etandlicos da propolis verde brasileira e sua origem botanica B. dracunculifolias mostrou um
perfil cromatografico semelhante conforme relatado por Park e colaboradores (2004).

A quantificagdo de flavonoides totais baseou-se na propriedade do cation aluminio em formar
complexos estaveis com flavonoides, fator observado pelo deslocamento para maiores comprimentos
de onda e uma intensificacao de suas absor¢des na analise espectrofotométrica (RAMQOS, 2017). Sendo
assim, a quantidade de flavonoides na amostra, é determinada sem a interferéncia de outras classes de
substancias fenélicas, principalmente acidos fenélicos (OLIVEIRA, 2014).

A determinacao de flavonoides totais deu-se a partir da curva de calibracao da quercetina por
interpolagao de absorbancia com absorbancia em 425 nm. A média de valores encontrados paraa propolis
é de 1,56 = 0.01 mEqQ/g e para a planta 0,76 + 0.02 mEqQ/g. Os valores de flavonoides variam muito
de acordo com a sazonalidade e localidade da propolis e planta (WOZNIAK, 2019). Melo e colaboradores
(2012) estudaram a identidade e qualidade da prdpolis proveniente de quatro regioes do Brasil (regides
Nordeste (NE), Sudeste (SE), Sul (SU) e Centro-Oeste (CO) do pais.). Os autores demonstram que a regiao
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SE apresentou mediana estatisticamente superior as demais regioes (43,66 mg/g), enquanto as medianas
das regioes NE (14,64 mg/g), SU (21,73 mg/g) e CO (20,41 mg/g), e relatam que dada a dispersao dos
dados, foram estatisticamente semelhantes. Os resultados para a propolis podem variar entre 0,63 a
18,5 mg mEqQ /g (SALGUEIRO, 2016).

A determinacao de fendlicos totais foi baseada em medidas de absorbancia em 668 nm, com base
em acido galico para construcao da curva de calibragao e foi estabelecida a equacao da reta utilizando-se
o método da regressao linear. O teor de fendis totais encontrado na amostra investigada, foi de 15,10 e
9,26% para a propolis e para a fonte botanica B. dracunculifolias, respectivamente.

Gonzalez e colaboradores (2003) determinaram os teores de substancias fendlicas em propolis de
diferentes regides da Argentina por trés métodos colorimétricos distintos, tendo encontrado os maiores
valores para as analises em que se empregou o reagente de Folin-Ciocalteau e o acido galico como
substancia de referéncia (entre 3,25 e 33,49%), conforme a metodologia empregada neste estudo.

O Ministério da Agricultura estabelece limite minimo de 5% de compostos fendlicos em propolis, e
nota-se que, em algumas amostras, os valores encontrados ficaram muito acima desse limite. Melo
e colaboradores (2012) reportam valores elevados de compostos fendlicos em amostras de propolis
provenientes de Santa Terezinha (NE) (29,52%) e Jodo Pessoa (NE) (27,50%) e atribui uma maior atividade
biolégica a essas amostras.

Oscompostosfendlicos saoclassificados como substancias bioativas estandoassociados na prevencao
de algumas doengas como cancer, cardiopatias, distlrbios metabdlicos, doengas neurodegenerativas e
enfermidades inflamatérias (OLIVEIRA, 2014).

Machado e colaboradores (2016) avaliaram extratos etandlicos de diferentes tipos de propolis
(vermelho, verde e marrom), coletados em diferentes regidoes do Brasil. Os autores verificaram que a
composicao e a atividade biologica da propolis brasileira variam significativamente, dependendo do tipo
de amostra e da area geografica de coleta.

A atividade antioxidante de um extrato da planta pode ser rastreada usando o radical livre estavel
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), que exibe uma forte banda de absor¢ao a 515 nm, o qual é reduzido
para uma espécie nao radicalar (Figura 3) (GUIMARAES, 2012).
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Figura 3 — Rastreamento da reducao do radical livre DPPH.
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Fonte - os autores.

A determinacao da IC50, ou seja, concentracao da amostra que causa 50% de inibicao da concentracao
inicial de DPPH, foi obtida por regressao linear dos pontos plotados graficamente (y = 438,56x — 0,4345;
R? = 0,9947 para o extrato de propolis e y = 247,93x — 0,2297; R? = 0,9969 para o extrato da fonte
botanica B. dracunculifolias). Os valores médios de concentracao das amostra que causam 50% de inibicao
do radical DPPH (IC50) foi de 9,35 pg.mL" para a propolis e de 6,82 pg.mL" para o extrato da fonte
botanica B. dracunculifolias DC. Sendo assim, a B. dracunculifolias DC se mostrou mais eficiente na atividade
antioxidante, pois quanto menor o Ec50, melhor sera a sua atividade (VIEIRA, 2011). De acordo com
Lima-Neto e colaboradores (2015) este fato pode ser atribuido aos metabolitos secundarios presentes
na maioria dos materiais vegetais.

Na tabela 1 sao apresentados os resultados da atividade antimicrobiana das diferentes concentracoes
de extratos de propolis e B. dracunculifolias DC analisados.
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Tabela 1 — Diametro dos halos de inibicao

Concentracdes de DMSO Staphylococcus aureus Escherichia coli
(Dimetilsulfoxido) Planta Propolis (mm) Planta Propolis (mm)
5% R 5+0.5 R 5+0.5

10% R 605 R 5+05

15% R 6+05 R 6+05

20% R 705 R 6+0.5

*R - Resisténcia bacteriana
Fonte - os autores.

O efeito bactericida do extrato de propolis cresceu @ medida que o solvente possuia menor quantidade
de agua, pois segundo Truong e colaboradores (2019) os compostos com capacidade bactericida nao sao
sollveis em agua, devido a diferenca de polaridade. Os diametros dos halos de inibi¢ao variaram entre
5-7 mm para bactérias da espécie Staphylococcus aureus, valores proximos aos encontrados por Gomes
e colaboradores (2018), que avaliaram a atividade antibacteriana de varios extratos obtidos de plantas
contra Staphylococcus aureus.

0 solvente escolhido para teste de acao antimicrobiana foi o DMSO, pois é capaz de solubilizar a fracao
polar dos extratos e nao possui acao bactericida na faixa de concentracao utilizada (MORAIS, 2013) como
mostra nas figuras 4 e 5.

Figura 4 - Analise com bactérias Staphylococcus aureus.

Fonte — os autores.
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Figura 5 - Analise com bactérias Escherichia coli.

| e

Fonte - os autores.

Os extratos de propolis também apresentaram potencial bactericida em teste com as bactérias
da espécie Escherichia coli, porém em menor escala, os halos de inibicao variaram entre 5 a 6 mm.
Segundo Heimbach e colaboradores (2016), a propolis possui maior acao em bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus) e em menor escala em bactérias gram-negativas, como no caso da Escherichia
coli. Salazar e colaboradores (2018) avaliaram a atividade antibacteriana do 6leo essencial de Baccharis
dracunculifolia (DC) contra Staphylococcus aureus e relatam que o éleo € um produto natural promissor
com potencial antimicrobiano para uso clinico.

Os extratos da planta B. dracunculifolia DC, ndo apresentaram acdo bactericida. E provavel que o extrato
obtido neste trabalho contenha majoritariamente a fracao apolar, que nao é capaz de inibir o crescimento
bacteriano (ONOFRE, 2013).

5 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho evideciaram as potencialidades antioxidante e bactericida da
propolis verde e da planta Baccharis dracunculifolia DC devido as concentrac6es de compostos fenélicos
e flavonoides. Indicam ainda que a planta é fonte botanica da propolis devido as similariedades entre as
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duas matrizes. A amostra de propolis analisada possuiu alto teor de cera e a amostra da planta contém
principalmente a fracao apolar. A propolis pode ter maior interesse socioecondmico, pois apresenta
maior concentragao dos grupos quimicos estudados, porém tem maior sensilidade a altas temperaturas
e luz, tem composicao mais complexa e alto valor agregado. A planta por outro lado, contém os mesmos
compostos associados as potencialidades, em uma matriz relativamente mais simples e barata
contribuindo para o desenvolvimento de novas pesquisas com esta espécie vegetal.
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