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RESUMO

Prépolis verde: otimizagao da extragdao de compostos ativos e sua atividade
em diferentes modelos experimentais

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante e
antimicrobiana de extratos de propolis verde por meio de analises fisico-quimicas,
quimicas e sensoriais, visando seu uso em alimentos. Foi avaliada a influéncia da
sazonalidade sobre os compostos antioxidantes presentes em amostras de propolis
verde. Amostras foram coletadas ao longo de um ano e, com o auxilio da
Metodologia de Superficie de Resposta, foram produzidos extratos hidroalcodlicos
sob condigdes otimizadas. As variaveis testadas na otimizagdo foram o grau de
hidratacdo do solvente, temperatura e tempo de extracdo. As respostas foram o teor
de Fendlicos Totais e a atividade antioxidante in vitro pelos métodos ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). A identificagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos
presentes nas amostras foi realizada por meio de técnicas de cromatografia liquida e
gasosa (UPLC-DAD e GC-MS), com padrées antioxidantes. Os ensaios de
otimizagao permitiram a produgao de extratos de propolis verde com alta atividade
antioxidante, confirmada pela presengca de compostos antioxidantes, com uso de
etanol 70% (etanol: agua, v/v), a 45°C por 20 minutos. Os teores de acido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico, kaempferide, pinostrobina e artepelin C
foram identificados nas amostras coletadas ao longo do ano, apresentando maior
concentracdo na amostra coletada do inverno. Ensaios para avaliagao da influéncia
da moagem da amostra bruta sobre teor de fendlicos e atividades antioxidante e
antifungica dos extratos, assim como a determinagéo da atividade antibacteriana dos
mesmos foram desenvolvidos. As bactérias testadas foram Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes e Escherichia coli e os fungos foram Botrytis cinerea e o
Rhyzopus stolonifer. Os resultados evidenciaram o efeito inibitério do extrato sobre
as bactérias e fungos testados. Na avaliacdo em sistema modelo para determinagéo
da atividade antioxidante, foram utilizadas como matéria-prima oxidavel emulsdes
preparadas com 6leo de linhaga e agua, adicionadas de diferentes doses de extrato
de prépolis (50, 100, 150 e 200 mg/kg) e submetidas a teste de oxidagao acelerada.
Para fins de comparagédo, os antioxidantes sintéticos permitidos pela legislagao
brasileira (TBHQ, BHA e BHT) também tiveram sua atividade testada. O teor de
hidroperdxidos e absorbancia especifica no UV foram monitorados durante 120
horas. A concentracdo que apresentou a maior protecdo antioxidante foi avaliada
sensorialmente. Os resultados da analise sensorial demonstraram que 100 mg/kg do
extrato de prépolis foi efetiva, retardando a oxidagdo lipidica nas emulsdes. A
analise sensorial indicou que o aroma do extrato de prépolis mascarou o odor de
ranco, sendo o mais preferido dentre as amostras testadas. Produtos a base de
propolis verde apresentaram-se como promissores, dada a presenca de compostos
bioativos com beneficios reais para aplicacdo como aditivo em alimentos.

Palavras-chave: Prépolis verde; Sazonalidade; Otimizagao; Artepelin C; Analise
sensorial
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ABSTRACT

Green propolis: optimized extraction of bioactive compounds and its activity in
different experimental models system

The present study aimed to evaluate antioxidant and biological activities of
Brazilian green propolis in order to elucidate its potential use as a food additive. The
influence of seasonality over antioxidants compounds in green propolis was
evaluated. Samples were collected during a year and, trough Response Surface
Methodology (RSM), hydroalcoholic extracts were produced under optimize
conditions. The variables evaluated on RSM were: degree of solvent hydration,
temperature and extraction time. The responses observed were Total Phenolic
Content and antioxidant activity determined by in vitro tests such as ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity), ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-
sulphonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power). The phenolic compounds identification and quantification were
performed by chromatography techniques (UPLC-DAD e GC-MS), with antioxidants
standards. The optimized essays made possible the production of green propolis
extracts with higher antioxidant activities when prepared with 70% of solvent
(ethanol: water, v/v), at 45°C for 20 minutes. Chlorogenic acid, caffeic acid, p-
coumaric acid, kaempferide, pinostrobin and artepillin C were identified in all
samples, the greater amount was observed in winters ‘sample. The influence of
grinding over antioxidant and antifungal activities well as the antibacterial power were
evaluated. Doses of green propolis extract were tested over Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Botrytis cinerea and Rhyzopus stolonifer.
The results showed the inhibitory effect of green propolis extract on microorganisms
tested. On model system evaluation in order to determine the antioxidant activity
were used as raw material, emulsions prepared with flaxseed oil and water, added
with different doses of green propolis extract (50, 100, 150 and 200 mg/kg) and
submitted to accelerated oxidation test. To compare the results, synthetic
antioxidants allowed by Brazilian legislation were also tested (TBHQ, BHA e BHT).
The amount of hydroperoxides and specific absorbance on UV were monitored for
120 hours. The dose which presented higher protective effect was sensorially tested.
The results of sensory analysis demonstrate that 100 mg/kg of extract was effective
to retard the emulsions oxidation. According to sensory analysis’s results, the green
propolis aroma masked the rancid odor. Due to the presence of bioactive
compounds, the use of green propolis based products as food additive is promising.

Keywords: Green propolis; Seasonality; Optimization; Artepillin C; Sensory analysis
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1. PROPOLIS VERDE: AVALIACAO DO EFEITO DA SAZONALIDADE
SOBRE OS COMPOSTOS FENOLICOS E OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da sazonalidade,
assim como diferentes condigbes de extragcdo, sobre o perfil quimico da propolis
verde brasileira. Para tanto, amostras coletadas na primavera, verdao, outono e
inverno foram analisadas. Primeiramente buscou-se otimizar a extracdo de
compostos antioxidantes das amostras por meio da Metodologia de Superficie de
Resposta (MSR) analisando uma ampla faixa de grau de hidratacdo do solvente,
temperatura e tempo de extragdo (0-99%, 30-60°C, 10-50 minutos, respectivamente)
observando como resposta seu conteudo fendlico total pelo método que utiliza o
reagente de Folin-Ciocalteau e sua atividade antioxidante pelo método ORAC.
Adicionalmente foram procedidas as analises pelos métodos ABTS, FRAP e DPPH.
Apds a analise dos resultados foi definida a condicdo otimizada para todas as
coletas e foi realizada a identificacdo da composicdo fendlica dos extratos
produzidos sob condi¢des otimizadas por UPLC-DAD e GC-MS. Pela RSM, foi
possivel definir que a condicdo que apresentou os maiores resultados para todas as
andlises foi 70% etanol: agua (v/v), 45°C, 20 minutos. Os maiores resultados de teor
fendlico, ORAC, ABTS, FRAP e DPPH foram 133,1 + 0,9 mg GAE.g" prépolis,
3236,5 umol TEAC. g propolis, 3418,9 pmol TEAC. g™ propolis, 1459,6 pmol sulfato
ferroso . g propolis e 371,8 umol TEAC. g propolis, respectivamente. Os
compostos identificados pelos métodos cromatograficos foram acido clorogénico,
acido cafeico, acido p-cumarico, kaempferide, pinostrobina, artepelin C, 3-prenyl-4
acido hidroxicinamico (PHCA), além do aromadendrine-4-methyl éster. A partir dos
resultados observados foi possivel concluir que a sazonalidade interfere tanto no
teor de compostos fendlicos quanto na atividade antioxidante e que diferentes
condigbes de extracdo interferem no conteudo de fendlicos e na atividade
antioxidante dos extratos produzidos. Apesar do efeito da sazonalidade, foi
observado que ao longo das estagbes do ano os mesmos compostos estavam
presentes em todas as amostras, porém em teores distintos, sendo que a amostra
coletada no inverno apresentou as maiores quantidades dos compostos
identificados.

Palavras-chave: Propolis verde; Sazonalidade; Metodologia de superficie de
resposta; Artepelin C

ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the seasonality influence, as well different
extraction conditions, over the chemical profile of Brazilian green propolis. Therefore,
samples collected in spring, summer, fall and winter were analyzed. Firstly, was
sought to optimize the extraction of antioxidant compounds through Response
Surface Methodology (RSM) analyzing a wide range of solvent hydration grade,
temperature, and extraction time (0-99%, 30-60°C, 10-50 minutes, respectively)
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evaluating as response the Total Phenolic Content determined by Folin-Ciocalteau
method and the antioxidant activity by ORAC method. Additionally ABTS, FRAP and
DPPH methods were performed. After optimization process the condition in which
better were found for all seasons was defined and for those extracts produced under
optimal condition, phenolic composition were evaluated by chromatographic methods
(UPLC-DAD and GC-MS). Through RSM the condition defined as optimal was 70%
ethanol: water (v/v) at 45°C for 20 minutes. The higher results of total phenolic
content, ORAC, ABTS, FRAP and DPPH were 133.1 + 0.9 mg GAE .g" propolis,
3236.5 umol TEAC. g'1 propolis, 3418.9 umol TEAC. g'1 propolis, 1459.6 umol ferrous
sulphate. g'1 propolis and 371.8 umol TEAC. g'1 propolis, respectively. The
compounds identified by chromatographic methods were: chlorogenic acid, caffeic
acid, p-coumaric, kaempferide, pinostrobin, artepillin C, 3-prenyl-4-hidroxicinamic
acid (PHCA), and aromadendrine-4-methyl ester. From the observed data it was
possible to conclude that the seasonality interfere over phenolic content and
antioxidant activity. Variation in extraction conditions resulted in different extracts with
different activities. Despite of seasonality influence, the chromatograms showed that
throughout the seasons the same compounds were present in all collections;
However sample collected in winter presented the highest amounts for all the
antioxidants compounds presented.

Keywords: Green propolis; Seasonality; Response surface methodology; Artepillin C

11  Introducao

Diversas matérias-primas de origem natural sdo estudadas para uso medicinal
ou em alimentos, tanto para seres humanos quanto para ragédo animal (NEWMAN;
CRAGG, 2007; BREWER, 2011; MARTINEZ-SAEZ et al., 2014; BUFF et al., 2014).
A propolis € uma substancia natural, de uso milenar e muito estudada em todo o
mundo. Ela pode ser definida como um material resinoso produzido por abelhas a
partir de substancias resinosas que colhem das plantas, e entdo misturadas com
pdlen e secrecdes da propria abelha. E composta em sua maior parte por resinas
vegetais e balsamos, cera, acidos graxos, 6leos essenciais, pdlen, compostos
organicos e minerais (GHISALBERTI, 1979). E popularmente conhecida como

agente terapéutico e classificada como alimento no Brasil (BRASIL, 2009).

A propolis brasileira tornou-se um material atraente, tanto no ambito cientifico
quanto econémico, devido a presenca de varias substancias em sua composi¢ao
que apresentam efeitos anticarcinogénicos (CHAN; CHEUNG; SZE, 2013)
antifungico (FREIRES et al., 2016); anti-herpético (YILDIRIM et al.,, 2016);
antimicrobiano (CAMPOS et al., 2014), anti-inflamatorio (CAVENDISH et al., 2015) e
antioxidante (CAMPOS et al., 2014). A propolis verde brasileira é produzida por
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abelhas da espécie Apis mellifera que coletam a resina produzida nos brotos e
botdes florais da planta Baccharis dracunculifolia (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002)
podendo somente ser encontrada no sudeste do Brasil. Por ser produzida por
insetos, sabe-se que sua composi¢cao quimica pode ser afetada por fatores como
estacdo do ano, clima, pluviosidade, vegetacéo e origem geografica (GHISALBERTI,
1979). Este tipo de prépolis possui como marcador biolégico o composto conhecido
como Artepelin C (3,5-diprenil-4-hidroxicinamico) (PARK et al., 2004) que possui
enorme importancia devidos seus diversos efeitos medicinais ja estudados
(SHIMIZU et al., 2004; PAULINO et al., 2008; NGUYEN et al., 2016; VEIGA et al.,
2017). Portanto, com o intuito de avaliar a influéncia da sazonalidade sobre o perfil
quimico e visando produzir extratos com elevado teor de compostos fendlicos e
elevada atividade antioxidante, o objetivo do presente estudo foi coletar amostras de
prépolis verde nas quatro estagbes do ano (primavera, verdo, outono e inverno),
otimizar a extragdo de seus compostos antioxidantes por meio da Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR), quantificar o teor de Compostos Fendlicos Totais dos
extratos e avaliar sua atividade antioxidante pelos radicais ORAC, ABTS, FRAP e
DPPH, além de identificar e quantificar sua composicdo fendlica por técnicas
cromatograficas (UPLC-DAD e GC-MS).

1.2 Material e métodos

A prépolis utilizada neste trabalho foi a verde (tipo extra Green), fornecida
pela empresa Natucentro Propolis® localizada no municipio de Bambui (19° 59’
46”S, 45° 48’ 38” 0), Minas Gerais, Brasil. Foram realizadas quatro (4) coletas: veréao
(12/01/2015), outono (16/04/2015), inverno (10/06/2015) e primavera (18/11/2015).
Apoés as coletas, as amostras de 400 g cada foram mantidas a -24°C em sacos de

polietileno e congeladas até o momento das analises (Figura 1).
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COLETA1 COLETA2 COLETA3 COLETA4

Figura 1 - Fragmentos das amostras de propolis verde antes da trituragcdo e

homogeneizagao.
1.2.1 Otimizagao da extragao dos compostos fendlicos

Por meio da Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) e da analise de
regressao multipla, foram estudados os efeitos do percentual de etanol, temperatura
e tempo de extracdo sobre o teor de Compostos Fendlicos Totais e atividade
antioxidante determinada pelo método ORAC dos extratos produzidos pelas
combinacgdes das trés variaveis em estudo, a fim de definir as condi¢des 6timas para

obtencao de extratos com elevado potencial antioxidante.

Para o preparo dos extratos hidroalcodlicos de prépolis foram pesados 2 g de
propolis triturada e transferidos para frasco com contendo 25 mL de solvente. A
extracdo foi realizada com concentracdo de etanol, temperatura e tempo
determinados segundo a Tabela 2, sob agitacdo constante em banho Dubnoff (NI
1232, Novalnstrumentos). Os frascos foram armazenados em freezer a -22°C
durante 10 horas para a separacao da fracdo de cera. A fragao liquida foi filtrada em
papel filtro Whatman n° 2, transferida para um frasco de vidro ambar com tampa de
rosca e armazenada em freezer -80°C até o momento da analise. A Tabela 1
apresenta as faixas de estudo das condicbes de preparo dos extratos e os niveis
das variaveis independentes, ja o delineamento experimental pode ser observado na
Tabela 2. O modelo matematico obtido foi avaliado com base no coeficiente de

determinacao (R?) e o teste F, realizado por meio da anélise de variancia. A férmula
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geral do modelo é representada pela equacao Y = Bo + B1x1 + Baxo + B17X1s + B22X22 +
B1sx1x2 onde Y = resposta (variavel dependente), x4, X2, X3 = niveis codificados das
variaveis independentes, By = ponto central, B’'s = coeficientes estimados pelo

método dos minimos quadrados.

Tabela 1 - Faixa de estudo das condigdes de preparo dos extratos de propolis verde

e seus niveis de variagao.

Unidades Niveis de variagao
Variaveis explanatoérias
-1,68 -1 0 1 +1,68
Etanol % 0 20 49,5 79 99
Temperatura °C 30 36 45 54 60
Tempo de extragéo Minutos 10 18 30 42 50

Tabela 2 - Delineamento experimental do planejamento fatorial completo do tipo 23

aplicado no processo de producao dos extratos.

Variaveis explanatdrias

Ensaio Etanol (%) Temperatura (°C) Tempo de extragédo (min)
1 o 6 18
! o 30 18
2 o 4 18
3 o ” 18
4 T 26 42
° o 30 42
6 o 4 42
: o ” 42
9 0 45 30
10 99 45 30
11 495 30 30
12 495 60 30
13 495 45 10
14 495 45 50
15 495 45 30
16 495 45 30
17 495 45 30
18 495 45 30

1.2.2 Determinagao do teor de Compostos Fendlicos Totais

O teor de Composto Fendlicos Totais dos extratos de propolis verde foi
determinado de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau,
descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela (1999), adaptado para microvolumes.
Para a analise, em uma microplaca foram adicionados 20 pL da amostra ou curva

padrdo ou branco e 100 pyL da solugédo Folin-Ciocalteau 10% (v/v). A solugéo foi
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agitada na leitora de microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e apds 5
minutos, foram adicionados 75 uL da solugdo de Na;COs 7,5% (v/v). O branco foi
preparado somente com 20 uL agua destilada. Em seguida a microplaca foi
novamente agitada e incubada ao abrigo da luz durante 40 minutos. Apds este
periodo a leitura foi realizada a um comprimento de 740 nm. A curva padrao foi
construida utilizando o acido galico como padrao nas concentragbes de 20 a 120

Hg/L e os resultados expressos em mg de acido galico (GAE). g™’ propolis.

1.2.3 Analises de determinagao da atividade antioxidante
1.2.3.1 ORAC (Oxygen-Radical Absorbance Capacity)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelo método ORAC
descrito por Chisté et al., (2011). Em uma microplaca foram adicionados 30 pL da
amostra ou curva padrao, 60 uL de solucao de fluoresceina 508,25 mM e 110 pL de
AAPH 76 mM. O branco foi preparado somente com 200 pL de solugcédo tampédo de
fosfato de potassio 75 mM pH 7,4. Em seguida a microplaca foi incubada a 37°C na
leitora de microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices), onde a cinética de
decaimento da fluorescéncia foi analisada por um periodo de 2 horas com e
excitagcdo em 485 nm e emissdo em 528 nm, efetuadas a intervalos de 1 minuto. A
curva padrao foi construida utilizando uma solugédo padréo de Trolox (Sigma Aldrich)
nas concentragdes de 12,5 a 400 yM e os resultados expressos em umol TEAC

(Equivalentes ao Trolox). g™’ propolis.

Por meio da analise dos efeitos das condi¢cdes de extracao sobre a atividade
antioxidante determinada por essa metodologia, seguido do ajuste de modelo e
analise das superficies de resposta, foi possivel estabelecer as faixas de estudo que
permitiram a obtencdo de extratos com maiores atividades antioxidante, e assim

determinar sua composicao fendlica por UPLC-DAD e GC-MS.
1.2.3.2 ABTS™ (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico)

A  atividade  antioxidante pelo método  ABTS™[2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiazoline-6- acido sulfénico)] foi determinada conforme a metodologia
descrita por Al-Duais et al., (2009). A solucdo estoque do radical ABTS™ foi

elaborada com o prévio preparo de uma solugéo de ABTS™ 7 mM que reagiu com
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persulfato de potassio 140 mM por 16 horas, a temperatura ambiente e abrigo da
luz, para formacdo do radical ABTS™. Apds a formagéo do radical, a solugéo de
trabalho foi produzida utilizando a solucdo do radical ABTS™ diluida com tampao
fosfato de potassio 75 mM pH 7,4 corrigida para uma absorbancia de 0,7 £ 0,02 a
734 nm em espectrofotometro (UV Mini1240, Shimadzu). Para determinagdo da
atividade, em uma microplaca foram adicionados 20 yL da amostra ou da curva
padrao ou branco e 200 pL da solucdo de trabalho do radical ABTS. O branco foi
composto apenas com tampéao fosfato de potassio 75 mM pH 7,4. A solugao foi
agitada na leitora de microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e apds 6
minutos a leitura foi realizada a um comprimento de 730 nm. A curva padrao foi
construida com uma solugao padrao de Trolox (TEAC) nas concentracdes de 12,5 a

200 uM e os resultados expressos em pmol TEAC. G propolis.
1.2.3.3 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante pelo método FRAP foi realizada pela metodologia
descrita por Muller et al., (2010). Em uma microplaca foram adicionados 20 pyL da
amostra ou curva padréo ou branco, 30 pyL de agua destilada e 200 pL do reagente
FRAP, sendo este preparado previamente com tampao acetato de potassio 0,3 M
pH 3,6, solugao de cloreto férrico 20 mM e solugdo TPTZ 10 mM com HCI 40 mM
(10:1:1, v/vlv). Em seguida a microplaca foi incubada a 37°C na leitora de
microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e a absorbancia mensurada a
um comprimento de onda de 595 nm. A curva padrdo foi construida utilizando uma
solugéo padrao de sulfato ferroso 2,5 mM nas concentragdes de 100 a 700 uM e os

resultados expressos em pmol sulfato ferroso. g~ prépolis.
1.2.3.4 DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)

A atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) foi
determinada segundo Al-Duais et al., (2009). Para determinagdo da atividade, em
uma microplaca foram adicionados 66 uL da amostra ou da curva padrao ou do
branco e 134 uL da solugdo de DPPH 150 uM. A solugéo foi agitada na leitora de
microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e apdés 45 minutos ao abrigo da

luz, a leitura da absorbancia foi realizada a um comprimento de 517 nm. A curva



24

padrao foi construida com uma solugéo padrao de Trolox (TEAC) nas concentragdes

de 20 a 140 uM e os resultados expressos em umol TEAC. g prépolis.
1.2.4 Identificagao fendlica por UPLC-DAD e GC-MS

A identificacdo dos compostos fendlicos dos extratos de propolis verde
produzidos na condicdo otimizada foi procedida por meio de sistema de
cromatografia liquida (LC Agilent 1290, Infinity 1I) com um detector de arranjo de
diodos. A separagao dos compostos foi feita utilizando uma coluna C18 Eclipse Plus
(5 um, 4,6 x 250 mm, Agilent) a 23°C com fluxo de 0,8 mL/min. A fase movel
consistiu de 0,5% de acido acético em agua (A) e metanol (B). O gradiente de
eluicao utilizado foi: 30% B em 0 min; 40% B em 15 min; 50% B em 30 min; 60% B
em 45 min; 75% B em 85 min; 90% B em 95 min; 30% B em 105 min. O volume de
amostra injetado foi 10 pL e os sinais do DAD foram lidos a 280, 320 e 365 nm. Além
das amostras de prépolis, foram analisadas as seguintes solu¢gdes padréao
previamente preparadas em etanol: acido cafeico, acido ferulico, acido isoferulico,
acido vanilico, acido o-cumarico, acido m-cumarico, acido p-hidroxibenzéico, acido
clorogénico, crisina, pinostrobina, galangina, kaempferide, naringenina, apigenina,

rutina, luteolina, 7-glucésido de apigenina e luteolina-7-glucésido.

Na identificacdo pela técnica de GC-MS, as amostras de prépolis foram
diluidas de 1 a 50 vezes com etanol e 50 yL do volume foi evaporado em fluxo
nitrogénio. Os extratos secos foram reconstituidos com 50 uL de N,O-Bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida e 1% de trimetilclorossilano (BSTFA) e deixados a temperatura
ambiente durante 30 minutos para que ocorresse a reacdo de derizatizagdo. Em
seguida, a analise foi realizada em cromatdgrafo gasoso (450-GC, Varian) acoplado
ao detector de massas (220-MS, Varian). O volume injetado de amostra foi de 1 L
com uma temperatura do injetor de 240°C. A separagao dos compostos foi realizada
utilizando uma coluna HB-5 sendo que a temperatura inicial da coluna era de 140°C
durante 5 minutos, em seguida elevada a 310°C a 4°C / min, com tempo total de 53
minutos. Os espectros de massa foram identificados de m/z 40 para m/z 650 apds

ionizagao eletrdnica.
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1.2.5 Analise estatistica dos dados

Na analise das superficies de resposta, apds a analise dos efeitos, foram
ajustadas equacdes de segunda ordem que descrevem a relagdo entre a variavel
resposta e as variaveis em estudo. Os modelos resultantes foram avaliados com
base no coeficiente de determinagao (R?) e no teste F utilizando o software Statistica

12.0, com nivel de confianca de 95 %.

Para as demais analises, cada valor observado foi representado como média
de trés repeti¢cdes * desvio padréo. Foi realizada a andlise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey (p<0,05) para comparagdo das médias com auxilio do software
(STATSOFT. INC; 2013).

1.3 Resultados e discussao
1.3.1 Otimizagao da extragdo por meio das analises de teor de Composto
Fendlicos Totais e ORAC.

Na etapa de otimizacdo de extracdo, a quantificacdo do teor de Compostos
Fendlicos Totais das 4 coletas foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. O teor de fendlicos pode ser observado na
Tabela 3 e a Figura 2 apresenta a estimativa dos efeitos das variadveis explanatorias

sobre o teor de compostos fendlicos totais dos extratos.
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Tabela 3 - Teor dos Compostos Fendlicos Totais (mg GAE.g 'prépolis) dos extratos

produzidos com a proépolis verde das coletas 1, 2, 3 e 4.

ENSAIO COLETA 1 COLETA 2 COLETA 3 COLETA 4
Verao Outono Inverno Primavera

1 39,3+0,9 69,4 +2,3 48,7 £ 0,8 62,4+0,4
2 78,7+1,0 76,1+0,9 55,8+1,3 97,2+0,4
3 55,1+0,6 56,3+ 1,2 64,2+1,0 65,6 +1,9
4 96,6 £ 0,2 75,3+0,4 92,0+ 1,1 89,9+0,6
5 446 +1,0 57,3+0,1 54,4 +0,7 73,8+0,9
6 86,9+0,7 97,4 £ 0,1 81,6 £1,1 114,3+£0,3
7 65,4 +1,1 58,3+0,2 62,7+1,0 63,0+£0,2
8 85,7+0,8 87,0+£2,2 120,0 £ 0,1 120,8 + 1,6
9 709+0,5 57,8+1,5 61,0+£0,5 56,6 + 0,4
10 38,9+0,9 68,5+0,2 66,4 +0,3 94,2+0,8
11 84,7 3,1 81,9105 104,6 £ 0,4 106,9+0,6
12 705+2,3 79,8+0,5 96,4 +0,4 120,5+0,3
13 112,1+£2,0 101,5+£0,3 1052+ 1,1 124,3+0,9
14 73,6 £0,1 96,0+ 1,0 114,3+0,4 118,0+ 1,8
15 709+15 83,8 +0,1 109,1+£0,2 124,0+£0,3
16 80,9+1,4 88,4 +0,6 135,1+£0,6 124,1+£0,3
17 71,1 £2,0 102,3+1,6 117,6 £ 0,4 124,6 £ 0,4
18 90,6 +1,4 90,8+ 0,6 104,3+1,5 133,1+£0,9

A determinagdo do teor de compostos fendlicos utilizando o reagente de
Folin-Ciocalteau € um dos métodos mais antigos de quantificagdo de fendlicos totais
de uma amostra (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA, 1999). Nesta analise é feita
a mistura de tungstato e molibdato em meio basico aquoso (Na,COs), onde os
compostos fendlicos oxidam gerando O, que por sua vez reagem com o molibidato,
formando 6xido de molibdénio (coloragdo azul) com absorbéncia a 740 — 750 nm
(ROGINSKY; LISSI, 2005). Geralmente os resultados desta analise sdo expressos
em equivalente Acido Galico, que é o &cido fendlico utilizado como padrdo. A
vantagem deste método € que ha o aparecimento de coloragdo, que é mensurada
em espectrofotbmetro. Sua desvantagem é que apesar do teor de fendlicos totais
ser um indicador para explicar a atividade antioxidante, muitas vezes ele € incapaz
de representa-la fielmente (KAHKONEN et al., 1999). Porém ha estudos que
comprovam que algumas atividades antioxidantes possuem relagdo com o conteudo
fendlico presente na amostra (LANDRAULT et al., 2001; AUGUSTO et al., 2015)

Analisando os resultados apresentados na Tabela 3, é possivel observar que

na coleta 1 (Verao), os maiores valores de fendlicos encontrados foram 112,1 mg
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GAE.g" prépolis e 96,6 mg GAE.g"' propolis. Na coleta 2 (Outono) os maiores
valores foram 102,3 mg GAE.g™" prépolis e 101,5 mg GAE.g™ prépolis. Na coleta 3
(Inverno) foram 135 mg GAE.g™' propolis e 117,6 mg GAE.g" prépolis. Na coleta 4
(Primavera) foram 133,1 mg GAE.g"' prépolis e 124,6 mg GAE.g" propolis. Todos
estes valores foram observados nos ensaios que apresentavam em sua composi¢ao
um percentual de etanol no solvente a partir de 49,5 %, indicando que o etanol pode
ter contribuido para uma maior extracdo dos compostos fendlicos. Apesar da
variagao dos resultados, péde-se observar que em todas as coletas os ensaios que
apresentavam um menor percentual de etanol apresentaram os teores mais baixos
de fendlicos. Valores de etanol acima de 79 % (v/v) também indicaram uma redugéao

na eficiéncia da extracao.

Castro, Cury e Rosalen (2007) avaliaram o teor de compostos fendlicos de
amostras de propolis oriundas dos estados da Bahia e de Minas Gerais. Na propolis
de Minas os teores de fendlicos encontrados variaram de 59,98 a 94,98 mg GAE.g™
prépolis e na amostra de prépolis da Bahia, os valores variaram de 22,03 a 39,38 mg
GAE.g" prépolis. Giilgin et al., (2010) encontraram um teor de compostos fendlicos
de 124,3 uyg GAE.g"' em extrato aquoso liofilizado de propolis oriunda da Turquia.
Este valor esta muito abaixo do encontrado neste estudo, reforcando assim a
importancia do etanol na extragdo dos compostos fendlicos. Alencar et al., (2007)
quantificaram o teor fendlico de propolis vermelha oriunda de Alagoas, Brasil. O
extrato de prépolis foi produzido nas condigbes bem proximas deste estudo (etanol
80%, 70°C, 30 min) e eles obtiveram um teor de 232 mg GAE.g"' prépolis, acima do

encontrado neste estudo.

Apesar da diferengca dos resultados obtidos em cada ensaio, para cada
amostra de proépolis, observou-se 0 mesmo comportamento em relacédo a extragao
de compostos fendlicos e o grau de hidratagdo do etanol utilizado. Para todas as
coletas, no geral, percentuais entre 49,5 a 79% de etanol auxiliaram a extracédo de
compostos fendlicos da propolis verde. No grafico de contorno e de superficie de
resposta apresentados nas Figuras 3 e 4 foi possivel observar a regido em que
ocorreu a maior extragdo de compostos fendlicos das 4 coletas. Analisando o
diagrama de Pareto (Figura 2), no qual os efeitos das varidveis explanatoérias foram

explorados a 5% de significancia, foi observado que na coleta 1 nenhuma variavel foi
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significativa, enquanto que para os extratos produzidos com amostras das coletas 2,

3 e 4 o efeito do etanol foi significativo segundo o teste de T-student.

COLETA 1 COLETA 2

m .

4
i 4 8 5 % § 3
°-“-Ill|l

COLETA 3 COLETA 4

1 T T

eratura Temperatura

Etanol x Temperatura

Temperatura x Tempo Temperatura x Tempo

0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 1 12 13 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Efeitos Padronizados (tcalc)

Figura 2 - Diagrama de Pareto das variaveis explanatérias avaliadas pelo teor de
Compostos Fendlicos Totais das coletas 1, 2, 3 e 4. Barras superiores a linha

vertical no grafico indicam que as variaveis sao significativas (p<0,05).

Apds a analise dos efeitos, os termos nao significativos foram mantidos, pois
0 objetivo dessa etapa foi observar a tendéncia das variaveis em estudo sobre a
obtencdo de extratos com alto teor de compostos fendlicos de forma global,
envolvendo as 4 estagdes do ano. Obtiveram-se os coeficientes de regressdo das

equacgdes de segunda e os modelos matematicos sdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Modelos matematicos para o conteudo de compostos fendlicos totais

para as amostras das coletas de propolis verde.

Amostra Equacgao polinomial de segunda ordem (modelo codificado)
CFT =78,94 + 10,40 Etanol — 5,27Etanol? + 2,15 Temperatura — 2,74Temperatura? -
Coleta 1 3,80 Tempo + 2,65Tempo? - 2,49 Etanol.Temperatura — 2,29 Etanol.Tempo — 1,76
Temperatura.Tempo
CFT = 91,72 + 8,24 Etanol — 11,73 Etanol® - 1,96 Temperatura — 5,47 Temperatura? +
Coleta 2 1 Tempo + 0,86 Tempo? + 0,11 Etanol.Temperatura + 5,39 Etanol.Tempo + 0,56
Temperatura.Tempo
CFT =117,37 + 9,41 Etanol — 22,39 Etanol? + 6,20 Temperatura — 9,38 Temperatura?
Coleta3 + 5,48 Tempo — 6,11 Tempo? + 6,15 Etanol. Temperatura + 6,20 Etanol.Tempo - 0,62
Temperatura.Tempo
CFT =127,24 + 16,16 Etanol — 21,54 Etanol® + 1,06 Temperatura - 8 Temperatura? +
Coleta 4 3,38 Tempo — 5,37 Tempo? + 0,85 Etanol.
Temperatura + 4,9 Etanol. Tempo - 0,03 Temperatura.Tempo

O coeficiente de determinagao (R?) € uma medida da propor¢ao da variagéao
total da resposta explicada pelo modelo. Para a quantificacdo do teor de fendlicos
totais o R? foi satisfatorio nas coletas 2, 3 e 4. Este valor demonstra o percentual da
variagdo que pode ser explicada pelo modelo. Os coeficientes obtidos foram 46,72%
para a coleta 1; 80,45% para a coleta 2; 76,48% para a coleta 3 e 86,32% para a
coleta 4.

Tabela 5 - Analise da variancia (ANOVA) para o teor de fendlicos totais do extrato

de prépolis da Coleta 1 - Verao.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fealc p-valor
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 2461,5 9 273,5 0,8 0,642488
Residuos 2807,0 8 350,9
Total 5268,5 17

Fo,05.05=3,39; R?=0,46

Tabela 6 - Analise da variancia (ANOVA) para o teor de fendlicos totais do extrato

de prépolis da Coleta 2 - Outono.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

variagao Quadrados Liberdade Médio Fcalc p-valor
Regressao 3287,7 9 365,3 3,7 0,04078
Residuos 799,3 8 99,9
Total 4087,1 17

Fo,05.05=3,39; R?=0,80
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Tabela 7 - Analise da variancia (ANOVA) para o teor de fendlicos totais do extrato

de prépolis da Coleta 3 - Inverno.

Fonte de Soma dos Graus de 4
variagao Quadrados Liberdade Quadrado Médio Feale p-valor
Regressao 9395,9 9 1044,0 2,9 0,07434
Residuos 2880,4 8 360,1
Total 12276,3 17

Fo,05.05=3,39; R?>=0,76

Tabela 8 - Analise da variancia (ANOVA) para o teor de fendlicos totais do extrato

de prépolis da Coleta 4 - Primavera.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Fealc p-valor
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 9967,7 9 1107,5 5,6 0,01176
Residuos 1579,3 8 197,4
Total 11547,0 17

Fo,05.05=3,39; R?>=0,86

A anadlise de variancia reportou que os modelos propostos foram
considerados validos somente para a coleta 2 e 4 (Tabela 6 e 8), porque as
regressoes foram estatisticamente significativas (Fcaicuiado™FTabelado). S€ndo assim,
somente os modelos determinados para essas coletas podem ser utilizados para fins

preditivos.

Os modelos matematicos obtidos para o processo de extracdo de compostos
fendlicos de prépolis apresentaram parametros quadraticos negativos, indicando que
as superficies de resposta obtidas apresentaram uma curvatura, com passagem por
uma regidao de maximo teor de fendlicos (Figura 3). A figura referente as coletas 1 e
3 estdo representadas somente para embasar discussdes posteriores, ja que nao foi

possivel ajustar um modelo matematico valido estatisticamente.



31
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Figura 3 - Gréafico de contorno da quantificagcdo dos Compostos Fendlicos Totais

dos ensaios produzidos com as propolis das coletas 1, 2, 3 e 4.
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Figura 4 - Grafico de superficie da quantificagdo Compostos Fendlicos Totais dos

ensaios produzidos com as propolis das coletas 1, 2, 3 e 4.

De acordo com os resultados obtidos, foi definido que a melhor condi¢ao para
obtencdo de extratos com alto teor de compostos fendlicos foi a mesma para as

amostras das quatro coletas de propolis verde: etanol 70 % (v/v), 45 °C, 20 minutos.

Na segunda etapa da otimizagéo foi realizada a determinagcdo da atividade
antioxidante dos extratos por meio da metodologia de ORAC. Nesta analise, a
intensidade de fluorescéncia diminui com o tempo sob o fluxo do radical peroxil
formado na termdlise do APPH (2,2’-Azobis(2-methylpropionamidine)
dihydrochloride). Este radical € predominantemente encontrado na oxidagao lipidica
em alimentos e em sistemas bioldgicos de organismos, por isso os valores obtidos
nesta analise servem de referéncia da atividade do antioxidante do extrato
(SHAHIDI; ZHONG, 2015). Na presenca de uma amostra contendo antioxidantes

conhecidos como chain-breaker, o decaimento da fluorescéncia é retardado. Este
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decaimento é calculado a partir de curvas de cinética (Area Under Curve — AUC)
(ROGINSKY; LISSI, 2005).

Os valores da atividade antioxidante pelo método de ORAC podem ser
observados na Tabela 9 e a Figura 5 apresenta a estimativa dos efeitos das

variaveis explanatérias sobre a atividade antioxidante dos extratos.

Tabela 9 - Atividade antioxidante pelo método de ORAC (umol TEAC. g™ prépolis)

dos extratos produzidos com a prépolis verde das coletas 1, 2, 3 e 4.

ENSAIO COLETA 1 COLETA 2 COLETA 3 COLETA 4
Verao Outono Inverno Primavera
1 1052,9 1133,7 1795,2 1304,4
2 2083,2 3236,5 2919,6 2140,7
3 965,4 1977,2 1334,5 1104,4
4 2092,8 1768,7 21481 2189,5
5 1041,4 2679,9 750,6 1211,9
6 1885,6 1450,1 2174,5 24292
7 1452,6 3033,4 780,4 1560,0
8 1899,5 1640,2 2253,7 2830,7
9 820,4 2870,6 9499 1104,8
10 2140,8 1674,3 1915,2 2006,1
11 1636,5 3033,2 2038,1 2462,6
12 2079,7 2688,9 2429.8 2578,3
13 2530,6 3216,6 1996,0 1674.,4
14 2074,2 2885,2 2192,6 2598,1
15 2110,7 3063,7 2364,4 2609,4
16 1988,0 3018,6 2006, 1 2605,0
17 1825,6 3108,7 2051,3 2608,5
18 2160,6 2928,6 2127,0 2614,7

Assim como na determinacdo dos fendlicos, a atividade antioxidante foi
determinada em todas as coletas e também foi possivel observar a mesma relagao
do percentual de etanol utilizado na extracdo com os maiores valores da atividade.
Os valores mais altos obtidos foram 2530,6 umol TEAC. g™ prépolis para a coleta 1;
3216,6 umol TEAC . g propolis para a coleta 2; 2919,6 uymol TEAC. g prépolis
para a coleta 3 e 2830,7 umol TEAC . g prépolis para a coleta 4. Estes valores
sugerem que os mesmos compostos fendlicos extraidos com gradiente mais alto de

etanol, apresentaram uma maior atividade no método de ORAC.
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Silva et al., (2011) avaliaram a atividade antioxidante da propolis oriundas do
Uruguai e obtiveram valores que variaram de 1,8 a 9,0 pmol TEAC. g propolis, ja
Sun et al., (2015) avaliaram o efeito do percentual de etanol e a dgua no solvente
utilizado na extracdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante de prépolis
oriunda de Pequim. Os autores obtiveram resultados com o mesmo padrao
encontrado neste estudo, tais como percentuais de 50 a 95% de etanol no solvente
foram mais eficientes quanto a extragdo de compostos fendlicos com elevada
atividade antioxidante. Nos extratos produzidos com uma maior quantidade de agua
ou 100% etanol, nao foram eficientes na extracdo destes compostos. Os extratos
produzidos com 75% de etanol apresentaram uma atividade de 275954 ymol TEAC.
100 g prépolis, extratos produzidos com 25% etanol apresentaram uma atividade
de 9189 pmol TEAC. 100 g’ prépolis e extratos produzidos com 100% etanol
apresentaram uma atividade de 174593 pmol TEAC. 100 g propolis. Os autores
também concluiram que os extratos com maior percentual de etanol apresentaram
nao somente maior conteudo fendlico, mas também maior atividade pelos métodos
de ORAC, FRAP e DPPH. Contudo, o extrato produzido somente com agua, apesar
de ter apresentado baixo teor fendlico e baixa atividade antioxidante, nas atividades
pelo DPPH, ABTS e atividade antioxidante celular, ele exibiu valores mais altos que
os extratos produzidos com diferentes propor¢des de etanol e agua. Os autores
afirmaram que neste extrato aquoso, os compostos presentes em maior quantidade
foram a acido cafeico, p-cumarico, ferulico e o acido 3,4-dimethoxy cinamico, de
carater polar. Ja nos extratos com 75% etanol os compostos extraidos apresentam
uma polaridade menor ou apolares, demonstrando que a combinacao de etanol e

agua é capaz de extrair compostos com polaridades diferentes.

Analisando o diagrama de Pareto (Figura 5), no qual os efeitos das variaveis
explanatérias foram explorados a 5%, foi possivel observar que, em todas as
coletas, os efeitos lineares e quadraticos da variavel etanol foram estatisticamente
significativos. Somente na coleta 4 o tempo também foi considerado significativo.
Apesar da variagcado dos resultados, pdde-se observar que em todas as coletas, os
ensaios que apresentavam maior percentual de etanol apresentaram a atividade

antioxidante mais alta.
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Figura 5 - Diagrama de Pareto das variaveis explanatérias avaliadas pela atividade
antioxidante por ORAC das coletas 1, 2, 3 e 4. Barras superiores a linha vertical no

grafico indicam que as variaveis sao significativas (p<0,05).

Apds a analise dos efeitos, os termos nao significativos foram mantidos e
obtiveram-se os coeficientes de regressao das equagdes de segunda ordem. O Y,
resposta da equagao, traduzido como AA (atividade antioxidante pelo método de

ORAC). Os modelos matematicos sdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Modelos matematicos de segunda ordem do conteudo de compostos

fendlicos totais para as amostras das 4 coletas de propolis verde.

Amostra Equacgao polinomial de segunda ordem (modelo codificado)
AA =2036,35 + 415,14 Etanol — 258,83 Etanol® + 80 Temperatura — 125,37
Coleta 1 Temperatura® - 49,99 Tempo + 31,72 Tempo? - 37,52 Etanol.Temperatura — 108,31
Etanol.Tempo + 62,87 Temperatura.Tempo

AA = 3058,68 - 200,68 Etanol - 396,60Etanol? - 48,31 Temperatura - 188,50
Coleta 2 Temperatura® + 9,53 Tempo - 121,38 Tempo?- 309,34 Etanol.Temperatura - 564,66
Etanol.Tempo + 145,99 Temperatura.Tempo

AA =2143,85 + 472,92 Etanol — 278,91Etanol® - 34,01 Temperatura
Coleta 3 +4,43Temperatura? - 139,68 Tempo — 44,95Tempo?- 32,68 Etanol.Temperatura +
119,90 Etanol.Tempo + 167,65 Temperatura.Tempo

AA = 2618,68 + 433,86 Etanol — 414,13Etanol® + 58,06 Temperatura -
Coleta 4 72,95Temperatura? + 208,41 Tempo - 208,79Tempo? + 37,78 Etanol.Temperatura +
70,82 Etanol.Tempo + 112,60 Temperatura.Tempo

Os modelos matematicos obtidos para o processo de extracdo das amostras
das 4 coletas de propolis apresentaram parametros quadraticos negativos, indicando
que as superficies de resposta obtidas sdo uma curvatura, com passagem por uma
regido de maximo teor de fendlicos (Figura 6). Assim como na quantificagdo do teor
fendlico, a maior atividade antioxidante também foi observada nos ensaios onde o
percentual de etanol presente no solvente variou de 49,5 a 79 %. Nos graficos de
contorno (Figura 6) e de superficies de resposta (Figura 7) é possivel observar a
regido de maior atividade antioxidante, determinada pelo método de ORAC, nas 4

coletas.
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Figura 6 - Grafico de contorno da atividade antioxidante, determinada pelo método

de ORAC, dos ensaios produzidos com as prépolis das coletas 1, 2, 3 e 4.
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Figura 7 - Gréfico de superficie da atividade antioxidante, determinada pelo método

ORAC, dos ensaios produzidos com as propolis das coletas 1, 2, 3 e 4.

O coeficiente de determinacédo (R?) da atividade antioxidante pelo método de
ORAC, para as 4 coletas, foi considerado satisfatério. Os valores encontrados foram

87,74% para a coleta 1; 74,77% para a coleta 2; 81,32% para a coleta 3 e 92,95%

para a coleta 4.

Tabela 11 - Andlise da variancia (ANOVA) para a atividade antioxidante dos extratos

de prépolis da Coleta 1 - Verao.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feale p-valor
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 3657954,4 9 406439,4 6,4 0,00792
Residuos 510945,8 8 63868,2
Total 4168900 17

Fo,95.08=3,39; R?=0,87
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Tabela 12 - Andlise da variancia (ANOVA) para a atividade antioxidante dos extratos

de prépolis da Coleta 2 - Outono.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feale p-valor
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 6212024,9 9 690225,0 2,6 0,09367
Residuos 2096397,8 8 262049,7

Total 8308422,8 17

Fo,05.05=3,39; R?=0,74

Tabela 13 - Andlise da variancia (ANOVA) para a atividade antioxidante dos extratos

de prépolis da Coleta 3 - Inverno.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado Feale p-valor
variagao Quadrados Liberdade Médio
Regressao 4721392,6 9 524599,2 3,9 0,03493
Residuos 1084413,1 3 135551,6

Total 5805805,7 17

Fo.05:53=9,01, R?=0,81

Tabela 14 - Andlise da variancia (ANOVA) para a atividade antioxidante dos extratos

de prépolis da Coleta 4 - Primavera.

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

variagao Quadrados Liberdade Médio Fcalc p-valor
Regressao 5746064,2 9 638451,6 11,7 0,00101
Residuos 435593,6 8 544492

Total 6181657,8 17

Fo,95.98=3,39; R?=0,92

A analise de variancia reportou que somente os modelos propostos das
coletas 1 e 4 (Tabelas 11 e 14) podem ser considerados validos, uma vez que as
regressoes foram estatisticamente significativas (Fcaiculado™FTabelado). OS valores dos
coeficientes de determinacédo (R?) obtidos foram considerados altos, maiores que
0,90 nas coletas 1 e 4. Essa combinacdo de indicadores depreendida apds a
realizacao da ANOVA, em que se observou que os valores calculados de F para as
regressdes dos dois modelos matematicos foram superiores que os valores
tabelados de F, associada ao alto coeficiente de determinagdo, permitiram concluir
que os modelos obtidos das coletas 1 e 4 sdo validos e podem ser utilizados para

fins preditivos.
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Foi definido que os extratos produzidos na em condi¢cdes similares ao ensaio
8 (79% etanol, 54°C 3 42 minutos) para todas as coletas, tiveram sua avaliagdo e
identificacdo da composigao fendlica por cromatografia. Essa condi¢ao foi definida
com base nos altos valores obtidos pela analise de CFT e ORAC. Os resultados
obtidos, assim como o teor de compostos fendlicos, demonstram que a melhor
condigdo para obtengcdo de extratos com elevado teor de fendlicos e alta atividade
antioxidante foi a mesma para as amostras das quatro coletas de proépolis verde:
etanol 70% (v/v), 45°C, 20 minutos. A temperatura e o tempo nado influenciaram
significativamente os resultados, por isso optou-se por utilizar uma temperatura e
tempo intermediarios nessa etapa. Apos a definicdo da condigao de maior atividade,
os extratos de todas as coletas foram analisados pelos métodos de determinacao da
atividade antioxidante pelos radicais ABTS, DPPH e FRAP.

Grande parte dos estudos com prépolis, os extratos sao produzidos com 80%
de etanol ou mais (etanol: agua, v/v) (ISLA et al., 2005; YANG et al., 2011;
ERDOGAN et al., 2011; MELLO; HUBINGER, 2012). A redugao do teor de etanol
utilizado na producao dos extratos foi positiva porque, como foi demonstrado pela
Superficie de Resposta, neste grau de hidratagdo os extratos apresentam um alto
teor de compostos fendlicos e elevada atividade possibilitando uma redug¢ao no uso

de solventes.
1.3.2 Atividade antioxidante determinada pelo método ABTS™

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada por meio de trés métodos
diferentes, uma vez que os antioxidantes podem atuar de diferentes maneiras de
acordo com seu mecanismo de acao, fonte radicalar testada e meio oxidante
(PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

O método ABTS ¢é utilizado para avaliar amostras biolégicas, alimentos e
compostos fendlicos soluveis em agua. O método baseia-se no monitoramento do
decaimento do cation radical ABTS™ produzido pela oxidagdo do 2,2-azinobis (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonato) (ABTS), provocada pela adicdo de uma amostra
contendo compostos fendlicos. O radical ABTS™ possui uma forte absorgdo na gama
de 600-750 nm, podendo ser determinado espectrofotometricamente (SHAHIDI;
ZHONG, 2015).
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Na auséncia de compostos fendlicos, o radical ABTS® apresenta uma
coloracdo azul-verde sendo bastante estavel, porém quando reage com um
antioxidante doador de elétrons, por exemplo os fendis, € convertido a forma sem
coloragado. A determinacéo da atividade antioxidante total de um extrato utilizando o
radical ABTS é feita pela mensuracao desta descoloragao do radical na presenca de
antioxidantes (ROGINSKY; LISSI, 2005). Para o calculo da atividade, geralmente é
utilizada uma solugdo padrdao de Trolox, um antioxidante analogo a vitamina E. A
limitacado deste método € que o valor TEAC caracteriza a capacidade da amostra
testada em reagir com o radical ABTS™ e ndo sua capacidade em inibir o processo

de oxidagao.

Os valores mais altos encontrados no método ABTS™ foram 2690,7 pmol
TEAC. g 'prépolis na coleta 1, 2351,8 pmol TEAC. g 'propolis na coleta 2, 2235,1
umol TEAC. g 'prépolis na coleta 3, e 2089,5 umol TEAC. g 'prépolis na coleta 4
(Tabela 15). Estes altos valores foram exibidos pelos ensaios com percentual de
etanol no solvente acima de 49,5%. Os ensaios de todas as coletas apresentaram o
mesmo comportamento, entretanto somente na coleta 3 o ensaio 9 (100% &agua,
45°C, 30 min) apresentou valores altos de atividade. Solventes aquosos séo
adequados para a extragdo de compostos bioativos com forte polaridade; ja o etanol
ou etanol: agua como solvente é apropriado para extrair compostos bioativos com

ampla gama de polaridade.
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Tabela 15 - Atividade antioxidante determinada pelo método ABTS<+ (umol TEAC.

g 'prépolis) dos extratos produzidos com a prépolis verde das coletas 1, 2, 3 e 4.

COLETA 1 COLETA 2 COLETA 3 COLETA 4
ENSAIO Verao Outono Inverno Primavera
1 722,2 1034,4 1161,4 574,5
2 1394,5 1696,4 1783,4 1786,1
3 765,7 1059,9 1546,1 895,6
4 1895,1 897,5 1622,6 1544.,8
5 875,3 2151,7 1278,9 711,4
6 1402,8 2031,3 1872,7 1812,2
7 826,6 2098,9 1278,8 990,2
8 1575,9 1029,8 1565,0 2089,5
9 485,1 2034,0 22351 1816,5
10 1494,9 2351,8 1903,2 3418,9
11 1317,7 2190,0 1327,2 1942,7
12 1318,5 1777,5 1235,3 2028,5
13 1975,6 2117,6 1420,1 1626,0
14 1112,3 1798,2 1491,0 1642,3
15 1468,3 1864,3 2115,7 1269,8
16 1322,3 1765,4 1882,2 1655,1
17 1217,3 1933,7 1720,2 1511,7
18 1306,5 1765,6 2021,5 1478,9

Sun et al., (2015) que analisaram a atividade antioxidante por ABTS™ em
extratos da propolis oriunda de Pequim, observaram que o extrato aquoso
apresentou a maior atividade, ja os extratos produzidos com etanol: agua
apresentaram aproximadamente metade da atividade do extrato aquoso. Entretanto,
na identificacdo fendlica, os autores encontraram uma gama maior de compostos

extraidos nos extratos produzidos com etanol: agua.

O radical ABTS™ ¢ um composto solivel tanto em agua quanto em solventes
organicos, permitindo que a andlise seja feita em amostras hidrofilicas e lipofilicas
(ARNAO, 2000), por isso tanto em extratos aquosos quanto em extratos produzidos
com etanol: agua com o método ABTS™ é possivel determinar a atividade total do
extrato. Entretanto, &€ necessario enfatizar, que os valores de ABTS s&o maiores que
os de DPPH’ (Tabela 17) devido a baixa seletividade do ABTS™ capaz de reagir com
qualquer composto aromatico hidroxilado, independentemente de seu potencial
antioxidante real (ROGINSKY; LISSI, 2005).
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Bonvehi e Gutiérrez (2011) analisaram a atividade antioxidante de prépolis
oriunda do norte da Espanha e obtiveram valores 291 a 1420 pmol TEAC. g
prépolis. Ja Palomino et al., (2009) avaliaram a atividade de propolis oriundos da
Colébmbia e obtiveram resultados que variaram de 455,5 a 1091 pmol TEAC. g’
propolis. Os resultados observados nos dois estudos foram proximos aos

encontrados na propolis verde das 4 coletas.
1.3.3 Atividade antioxidante pelo método FRAP

A determinacédo da atividade antioxidante pelo método FRAP baseia-se nas
reacdes de transferéncia de elétrons (BENZIE; STRAIN, 1996; PULIDO; BRAVO;
SAURA-CALIXTO, 2000). O complexo formado da solugao de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazina) com Fe®" possui uma coloracdo amarelo ferrugem, e na presenca de um
antioxidante, o Fe** é reduzido a Fe** dando origem ao composto [Fe (I1)(TPTZ)J*"
de coloragao azul escura. Esta reacao colorimétrica ocorre em pH 3,6 e pode ser

mensurada espectrofotometricamente a 593 nm.

Como observado nas outras atividades antioxidantes, os ensaios com maior
percentual de etanol no solvente apresentaram a maior atividade antioxidante pelo
método FRAP. Os maiores valores observados foram 1105,6 ymol sulfato ferroso. g’
! prépolis na coleta 1; 1515,5 umol sulfato ferroso. g™ prépolis na coleta 3 e 1352,2
umol sulfato ferroso. g™ propolis na coleta 4 (Tabela 16). Estas altas atividades
foram observadas nos extratos com um percentual = 49,5%. Somente na coleta 2, o

maior valor observado foi exibido pelo ensaio 7 (20%, 54°C, 42 min).
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Tabela 16 - Atividade antioxidante determinada pelo método FRAP (umol sulfato
ferroso. g™ propolis) dos extratos produzidos com a prépolis verde das coletas 1, 2, 3
e4.

COLETA 1 COLETA 2 COLETA 3 COLETA 4
ENSAIO Verao Outono Inverno Primavera
1 466,1 592,7 558,7 580,4
2 734,6 937,2 820,3 978,7
3 506,8 604,9 607,0 642,0
4 956,6 706,6 902,0 947,2
5 4545 507,4 630,7 699,3
6 761,3 925,8 917,8 1061,2
7 613,8 973,0 5217 609,3
8 799,0 611,1 1203,9 1144,7
9 3471 556,5 689,8 632,7
10 682,3 819,7 902,1 986,3
11 816,0 779,7 1086,5 991,8
12 781,6 867,8 1060,4 1352,2
13 1105,6 9425 1134,6 1112,4
14 700,9 969,7 1166,7 1219,2
15 916,0 960,3 1515,5 997,0
16 780,0 884,8 1459,6 1110,8
17 726,0 957,4 1128,1 1153,2
18 839,0 814,7 1051,7 1116,4

Sun et al., (2015) avaliaram os efeitos do etanol e da agua na atividade
antioxidante de extratos de prépolis oriundas de Pequim. Os autores reportaram que
a atividade antioxidante por FRAP, dividiu os extratos em dois grupos: os com
baixos valores de FRAP (extrato aquoso e com 25% de etanol no solvente) e com
altos valores de FRAP (50, 75, 95 e 100% de etanol no solvente). Especificamente o
extrato produzido com 75% de etanol, apresentou a maior atividade, com um valor
aproximadamente 15 vezes maior que o exibido pelo extrato aquoso. Este
comportamento foi o0 mesmo observado para os extratos da propolis verde. Os
autores também afirmaram que os extratos com maior teor de fendlicos apresentam
uma correlacdo maior com as atividades antioxidantes ORAC, ABTS™, FRAP e

DPPH’, sendo que o extrato produzido com 75% apresentou a melhor correlagio.

Mello e Hubinger (2012) avaliaram a atividade antioxidante de propolis verde
por FRAP, em extratos aquosos e etandlicos. Os autores reportaram que os valores

mais baixos de atividade foram expressos pelos extratos aquosos, sendo que a
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atividade por FRAP apresentou boa correlacdo com a atividade determinada por
DPPH'.

1.3.4 Atividade antioxidante pelo método DPPH’

A atividade antioxidante pelo método do DPPH’ baseia-se na capacidade do
radical DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) reagir com antioxidantes. A reagédo ocorre
por meio da transferéncia de elétrons, entretanto também pode ocorrer com
antioxidantes doadores de H*, como os compostos fendlicos por exemplo. Por
apresentar intensa absorgdo na regido do UV-Vis, o radical DPPH" pode ser
determinado espectrofotometricamente (SHAHIDI; ZHONG, 2015). Entretanto o
DPPH'" ndo reage com flavonoides que ndo possuem grupamentos OH no anel B e
com acidos aromaticos que possuem apenas um grupamento OH (YOKOZAWA et
al., 1998; von GADOQV et al., 1997). A afinidade dos antioxidantes influencia na
determinagdo da atividade antioxidante dos mesmos, a vantagem do método DPPH’

€ que o resultado nao é afetado pela polaridade do substrato (KOLEVA et al., 2001).

Novamente foi observado que as maiores atividades foram exibidas pelos
ensaios cujo percentual de etanol no solvente era superior a 49,5%. Os maiores
valores encontrados foram 314,9 umol TEAC.g" prépolis na coleta 1, 276,6 umol
TEAC.g™" propolis na coleta 2, 371,8 umol TEAC.g"' prépolis na coleta 3 e 380,4
umol TEAC.g™' prépolis na coleta 4 (Tabela 17). Assim como no ensaio de FRAP, o
extrato que demonstrou a maior atividade pelo DPPH’ foi do ensaio 7 (20%, 54°C, 42
min). O ensaio 9, compostos por 100% agua, demonstrou os menores valores para
todas as coletas. Apesar de algumas discrepancias, foi possivel observar que o
aumento do percentual de etanol no solvente promoveu a extracdo de compostos
com elevada atividade antioxidante por DPPH’. Este resultado difere do encontrado
por Banskota et al., (2000) que avaliando a atividade de proépolis oriunda do Brasil
Peru, Holanda e China e observaram que os extratos aquosos demonstraram forte
atividade sequestradora do radical DPPH’, ja os extratos metandlicos da Holanda e
Peru exibiram uma maior atividade. Entretanto os autores nao identificaram quais

compostos bioativos foram responsaveis por esta atividade.
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Tabela 17 - Atividade antioxidante determinada pelo método DPPHe (umol TEAC.g™

prépolis) dos extratos produzidos com a propolis verde das coletas 1, 2, 3 e 4.

COLETA 1 COLETA 2 COLETA 3 COLETA 4
ENSAIO Verao Outono Inverno Primavera
1 116,1 167,0 301,0 191,0
2 258,3 265,2 249,5 233,5
3 143,2 171,1 185,7 188,9
4 314,9 240,6 2245 282,0
5 135,1 172,6 130,0 175,9
6 268,1 271,0 260,8 2824
7 194,7 276,6 140,4 167,6
8 237,8 157,8 316,1 3114
9 91,0 105,6 145,7 155,9
10 190,2 202,0 209,6 2422
1 237,6 241,7 290,9 295,3
12 215,0 259,9 198,3 380,4
13 314,8 271,4 270,1 311,7
14 202,9 236,6 302,1 329,9
15 212,1 235,0 371,8 277 1
16 205,4 247,0 295,5 291,0
17 240,1 245,0 329,9 273,4
18 222.8 246,0 312,7 282,2

Mello e Hubinger (2012) avaliaram a atividade antioxidante de propolis verde
por FRAP, em extratos aquosos e etandlicos e observaram que atividade por DPPH’
apresentou boa correlacdo com o conteudo de polifendis presentes nas amostras.
Palomino et al., (2009) avaliaram a atividade de propolis oriundos da Colémbia e
obtiveram resultados que variaram de 33,9 a 517,4 uymol TEAC/g amostra. Os
resultados observados foram préximos aos encontrados na propolis verde das 4

coletas.
1.3.5 Atividade antioxidante dos extratos produzidos na condi¢gao otimizada

Apos definicdo da condicdo na qual foi exibido o maior teor de Compostos
Fendlicos Totais e a maior atividade antioxidante pelo método ORAC (70%, 45°C, 20
minutos) os extratos produzidos nesta condigdo otimizada foram analisados quanto
ao teor fenodlico e atividade antioxidante pelos métodos ORAC, ABTS™, FRAP e

DPPH'. Os resultados estdo expressos na Tabela 18.
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Tabela 18 - Compostos Fendlicos Totais e atividade antioxidante pelos métodos
ORAC, ABTS-+, FRAP E DPPH- dos extratos produzidos na condicio otimizada, de

todas as coletas.

CFT* ORAC* ABTS™** FRAP* DPPH™*
Amostra  mg GAE.g"  umol TEAC.g" umol TEAC.g" “f':r‘:l):g!fg?f’ umol TEAC. g
propolis propolis propolis prépolis propolis
COLETA 67,5a 2215,8a 1826,6b 686,84 210,3a
COLZETA 114,4b 2812,9b 1424,2a 912,6b 264,1c
COLsETA 131,8¢ 3326,1c 2519,3¢ 1095,4c 315,4d
COLfTA 92,6b 2388,7ab 1594,3a 888,3b 251,6b

*Médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, nédo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Foi possivel observar que o extrato produzido com a propolis da Coleta 1
(Verao) apresentou os menores valores para todas as analises, a contrario da Coleta

3 (Inverno) que apresentou os maiores valores.

Miguel et al., (2014) analisando o teor fendlico de prépolis coletadas em
diversas regides de Portugal, observaram que o teor de compostos fendlicos se
alterou com o decorrer das estagdes do ano. Lacerda (2012) também observou que
além do teor, a atividade antioxidante de extratos de prépolis se altera com o
decorrer das estacdes. Como também constatado no presente estudo, Lacerda
afirma que ha uma tendéncia no aumento do teor de fendlicos e atividade
antioxidante nos extratos produzidos com propolis coletada no outono, sendo que

estes valores s&o mais baixos em propolis coletadas no verao.
1.3.6 Compostos fendlicos identificados por UPLC-DAD e GC-MS

Por meio da analise UPLC-DAD os compostos fendlicos identificados nos
extratos de propolis verde produzidos na condigdo otimizada foram o &acido
clorogénico, o acido cafeico, o kaempferide e a pinostrobina comparando os tempos

de retencgdo e os espectros DAD com padrdes auténticos (Tabela 19).
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Tabela 19 - Compostos fendlicos quantificados por UPLC-DAD presentes nos

extratos de propolis verde produzidos na condigao otimizada e expressos em mg .g'1

prépolis.
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4

Composto fendlico Rt A Verao Outono Inverno Primavera
Acido clorogénico 7.0 320 1,35b 1,29a 3,17d 1,58¢
Acido cafeico 10.3 320 0,50a 0,56b 0,86d 0,68c
Acido p-cumarico 15.7 320 1,43b 1,62¢c 3,19d 1,41a
Kaempferide 60.0 365 7,87a 9,86¢ 12,78d 8,32b
Pinostrobina 66.4 280 0,64b 0,64b 1,17¢c 0,63a
Artepelin C 73.8 320 6,47a 7,40c 8,56d 6,95b

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Park, Alencar e Aguiar (2002), encontraram na propolis tipo 12, a mesma
estudada no presente estudo, 8,5 mg de p-cumarico. g prépolis. J& Sun et al.,
(2015) identificaram a composi¢ao fendlica de propolis oriunda de Pequim, e os
autores observaram que tanto em extrato aquoso quanto em extratos
hidroalcodlicos, foi possivel extrair o p-cumarico (0,37 mg. g 'prépolis) sendo que a
quantidade deste fendlico foi maior nos extratos hidroalcodlicos (1,5 mg. g~ prépolis
no extrato produzido com 95% de etanol). Shi et al., (2012) identificaram a
composi¢cao fendlica de extratos metandlicos de prépolis oriundas de diversas
regides da China, e na prépolis oriunda da regido de Changbaishan, o teor de p-

cumarico encontrado foi 46,01 mg. g™ prépolis.

Nas amostras estudadas, os teores de acido clorogénico, acido cafeico, acido
p-cumarico, kaempferide, pinostrobina e Artepelin C foi praticamente o mesmo no
decorrer do ano, porém na coleta realizada no inverno foi possivel observar que o

teor destes compostos foi mais elevado em relacédo as demais estagdes do ano.

Na analise por GC-MS, foi possivel visualizar 23 compostos (Tabela 20)

entretanto somente 7 foram identificados e quantificados (Tabela 21).
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Tabela 20 - Espectro de massa dos compostos fendlicos identificado por GC-MS nos

extratos de propolis verde.

Composto fendlico TR ions (% base peak)
ni 41 387 (50), 330 (27), 147 (41),
Acido hidroxicinamico 4,3 207 (52), 104 (100), 91 (25), 75 (51)
ni 12,5 310 (32), 295 (11), 192 (100), 179 (92)
I 13,7 217 (100), 191 (21), 147 (25)
ni 13,8 437 (48), 269 (31), 217 (68), 147 (36)
ni 14,0 365 (10), 217 (100), 157 (11), 147 (15)
Il 14,8 217 (100), 204 (48), 191 (21), 129 (29)
ni 15,1 345 (100), 255 (41), 191 (45), 147 (32),
11 15,3 271 (9), 246 (26), 217 (71), 147 (32), 129 (34)
v 16,0 305 (7), 291 (7), 217 (29), 204 (100), 191 (38), 147 (19)
\Y 16,1 271 (10), 245 (13), 233 (11), 217 (65), 204 (67), 191 (29), 147
(43), 129 (62)
VI 16,3 217 (71), 204 (100), 147 (22)
Acido p-cumarico 17,0 308 (44), 294 (100), 250 (27), 220 (24)
ni 17,5 318 (52), 305 (39), 288 (14), 246 (38), 218 (66), 148 (40), 129
(18)
W 18,3 217 (23), 204 (100), 191 (41), 147 (21)
ni 19,3 328 (100), 260 (34), 257 (95), 229 (37)
ni 21,6 287 (100), 288 (25)
Acido cafeico 21,7 396 (82), 382 (32), 308 (11), 219 (100)
3-prenyl-4-acido 25,5 376 (100), 362 (42), 272 (26), 244 (15)
hidroxicinamico (PHCA)
ni 28,5 465 (92), 449 (23), 445 (39), 429 (19), 360 (32), 284 (17), 220
(13)
Artepelin C 32,0 445 (100), 430 (20)
Aromadendrine-4-methyl 34,9 518 (20), 504 (39), 369 (47), 222 (100)
ester
Kaempferide 38,2 502 (100), 503 (40)

*ni: composto nao identificado.

Tabela 21 - Compostos fendlicos identificados e quantificados nos extratos de

prépolis verde por meio da técnica de GC-MS, expressos em mg. g~ propolis.

Composto fendlico TR Verao Outono Inverno Primavera
Acido hidroxicinamico 4,3 0,46b 0,33a 0,65¢c 0,67d
Acido p-cumarico 17,0 1,75b 1,82¢c 5,25d 1,51a
Acido cafeico 21,7 0,19b 0,16a 0,32d 0,21c
PHCA 25,5 0,61b 0,73c 1,95d 0,26a
Artepelin C 32,0 11,03a 13,37c 23,27d 11,47b
Aromadendrine-4-methyl ester 34,9 0,90a 0,92b 2,32¢c 4,45d
Kaempferide 38,2 3,71a 5,28c 9,86d 4,36b

*Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha nao diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O acido cafeico, p-cumarico e o kaempferide foram identificados por

comparagao com padrdes auténticos. Ja o acido hidroxicindmico, Artepelin C e o

aromadendrina-4-metil-éster foram identificados comparando os espectros de massa
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com os dados da literatura (BANKOVA et al., 2016; ORR et al., 1993). O acido 3-
prenil-4-hidroxicinamico (PHCA), comumente encontrado na propolis brasileira, € um
acido aromatico que foi identificado com base na estrutura molecular. Este composto
seria derivado de dois grupos TMS (tetrammethylsilane) sendo seu peso molecular
resultante m/z 376. No entanto, a identificacdo ndo pode ser confirmada porque os

espectros GC-MS deste composto derivado ndo puderam ser encontrados.

Os picos | a VIl (Tabela 20) apresentaram um conjunto compartilhado de ions
abundantes (m/z 217, 204, 191 e 129) caracteristicos dos carboidratos derivados de
TMS. E possivel que esses picos representem aculcares ou glicosideos fendlicos ja
encontrados em outros tipos de prépolis brasileira (RIGHI; NEGRI; SALATINO,
2013). Para identificagado destes compostos sdo necessarios padroes de referéncia
ou pesquisa bibliografica adicional para confirmar a identidade de picos

individualmente.

O acido cafeico, o acido p-cumarico, o Artepelin C e o kaempferide foram
quantificados usando UPLC-DAD e GC-MS. As concentrag¢des calculadas diferiram
entre os dois instrumentos, embora a ordem de grandeza fosse a mesma e as
tendéncias entre as quatro amostras permaneceram consistentes. Assim foi possivel
observar que a composi¢ao fendlica dos extratos estava de acordo com os dados da

literatura.

Estudos relataram que o acido p-cumarico, acido cafeico, acido clorogénico,
kaempferide, artepelin C, aromadendrina-4-metil éster, PHCA e 2,2-dimetil-6-
carboxyethyl prenylbenzopyrane sdo componentes principais da propolis brasileira
(BANKOVA et al., 1998; TAZAWA et al., 1998). As concentragdes encontradas dos
fendlicos se enquadraram na ampla gama relatada na literatura para a propolis
brasileira (Tabela 22). Embora abundantes em outros tipos de propolis, flavondides
como galangina, crisina, naringenina e apigenina sdo menos frequentemente
relatados em propolis verde brasileiro e ndo foram identificados nas amostras

estudadas.



51

Tabela 22 - Comparagdo da composicdo fendlica, expressa em mg. g~ propolis,

entre as analises de UPLC-DAD, GC-MS e valores encontrados na literatura.

Compostos fendlicos UPLC-DAD GC-MS Valores da literatura
Acido p-cumarico 1,4-3,2 1,56-5.3 0,15 -33,5
Artepelin C 6,5—-8,6 11,0 -23,3 1,5-81,0
Acido cafeico 0,50 - 0,86 0,16 — 0,32 0,17 -3,4
Kaempferide 7,8-12,8 3,7-9,9 9,5-37,1
Acido clorogénico 1,3-3,2 ne 2,0-6,1
Pinostrobina 0,64-12 ne ne
PHCA ne 0,26 - 2,0 0,88 -8,3
Aromadendrine-4-metil ester ne 0,90-4,5 ne

*ne: composto n&o encontrado.

Os compostos néao identificados provavelmente consistiam em derivados de
acido p-cumarico e acido cafeico, caffeates e/ou &acidos dihidroxicinamicos
frequentemente relatados em proépolis de origem brasileira (VELIKOVA et al., 2000;
MARCUCCI et al., 2015).

14 Conclusoes

Foi possivel concluir que a sazonalidade influenciou o teor de compostos
fendlicos presentes nos extratos de prépolis, mas ndo a variedade de compostos,
sendo importante ressaltar os mesmos foram encontrados em todas as coletas. O
grau de hidratagdo de etanol no solvente extrator influenciou diretamente a extragéo
dos compostos antioxidantes da prépolis verde, influenciando assim na
determinacao sua atividade antioxidante. Foi observado que percentuais de 70 —
90% de etanol sao suficientes para a extracao de fendlicos com elevada atividade
antioxidante, sendo que valores acima ou abaixo ja comprometem sua extragao.
Esse resultado demonstrou que a metodologia de Superficie de Resposta foi
essencial para determinacao da condicao para obtencado de extratos com elevada

atividade antioxidante.

Os compostos identificados pelas técnicas cromatograficas estavam
condizentes com os ja reportados na literatura. Com os resultados obtidos até o
momento, concluiu-se que com a sele¢ao das condigdes de extracdo adequadas é

possivel obter extratos de propolis verde com alto teor de compostos fendlicos e alta
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atividade antioxidante e que a propolis coletada no periodo do inverno apresentou os

maiores resultados em todas as analises realizadas.
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2. ESTUDO DA INFLUENCIA DA MOAGEM SOBRE O TEOR DE
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E
ANTIFUNGICA DA PROPOLIS VERDE

RESUMO

No presente estudo, foi avaliada a influéncia da moagem superfina sobre as
atividades antioxidante e antifungica da prépolis verde brasileira. Foram testados 6
diferentes graus de moagem com diferentes rotagées e peneiras, e os produtos
obtidos foram avaliados em SEM-EDX. Em seguida, foram produzidos extratos
hidroalcodlicos e testados seu conteudo fendlico, atividade antioxidante e
antifangica. Apés a moagem, todos as amostras apresentaram elevados teores
fendlicos e maior atividade antioxidante quando comparados ao controle. Por meio
da SEM-EDX foi possivel visualizar e mensurar o tamanho das particulas de propolis
apos o processo de moagem. O ensaio B (0,08 mm @ a 17226 g) demonstrou os
melhores resultados, considerando o tamanho e uniformidade de particula, assim
como a atividade antioxidante, com valores de 8497,0 ymol TEAC. g propolis e
781,2 umol TEAC. g'1 propolis nas analises de ABTS e DPPH, respectivamente. Foi
observado que apds a moagem o teor de compostos fendlicos ndo se alterou entre
0s ensaios. A atividade antifungica de extratos obtidos ap6s moagem e o controle foi
avaliada sobre o fungo R. stolonifer. O extrato controle demonstrou ser mais efetivo
na inibicdo do crescimento micelial na menor dose aplicada (1%). De acordo com os
resultados obtidos, foi possivel concluir que apesar da moagem superfina ter
proporcionado um aumento na atividade antioxidante do extrato, este
comportamento nao foi observado em relagéo a atividade antifungica.

Palavras-chave: Moagem superfina; SEM-EDX; Prépolis verde; Atividade antifungica

ABSTRACT

In this study the influence of grinding over antioxidant and antifungal power of
Brazilian Green propolis was evaluated. It was tested 6 grinding with different
rotations and sieve size, and the extract produced from grinded propolis was
evaluated by SEM-EDX, phenolic content, radical scavenging and antifungal
methods. After grinding, all essays presented higher values for phenolic content and
antioxidant activity compared to control essay. Through SEM-EDX it was possible to
visualize and measure the effect of different sieves and rotations. The powder that
showed better results was B essay (sieve 0.08 mm @ at 17226 g), with values of
8497.0 pymol TEAC. g propolis for ABTS and 781.2 pymol TEAC. g propolis for
DPPH analysis. After grinding process, the phenolic content doesn’t present
differences between the essays. The antifungal activity was tested only in control and
B essays. Both essays showed significantly antifungal activity over R. stolonifer
fungus. The control was more effective over the inhibition of mycelial growth in the
lower dose (1%). According to the results, despite of grinding increased antioxidant
activity, this behavior was not perceived in relation to the antifungal activity.

Keywords: Superfine grinding; SEM-EDX; Green propolis; Antifungal activity
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21 Introdugéao

A propolis € um material resinoso produzidos por abelhas pela combinacao de
resinas vegetais, exsudatos de plantas, cera e pdlen coletados e combinados com
as secregdes da propria abelha. Ela é utilizada para proteger a colmeia contra
adversidades climaticas, insetos e ataques de microrganismos (PEREIRA et al.,
2002; CHANG et al., 2008). Popularmente € utilizada como agente terapéutico na
medicina por seus diversos beneficios para a saude além de atuar como agente
antifungico e antibacteriano (BANSKOTA; TEZUKA; KADOTA, 2001; KUJUMGIEV et
al., 1999; FERNANDES-SILVA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015; WANG et al.,
2016; ZHAO et al., 2016). Devido suas particularidades, recentes estudos avaliam a
possibilidade de utilizacdo da prépolis em alimentos, bebidas, cosméticos e
medicamentos (CHINEMBIRI et al., 2014; COTTICA et al.,, 2015; BRUSCHI,
PEREIRA, FRANCISCO, 2016; OSES et al., 2016).

A propolis brasileira tem se tornado um material atrativo devido as recentes
descobertas de compostos antioxidantes como p-cumarico, flavonsides (SIMOES et
al., 2004), Artepelin C (DE-MELO et al., 2014), apigenina e tt-farnesol (KOO et al.,
2002) em sua composi¢cao. No Brasil é possivel encontrar 12 tipos de prépolis que
diferenciam entre si quanto a composigéao fisico-quimica e caracteristicas biolégicas
(PARK et al., 2000) de acordo com a regiao que sao produzidas. A propolis verde &
conhecida como propolis tipo 12 e pode ser encontrada nos estados de Sao Paulo e
Minas Gerais. Ela é produzida por abelhas africanizadas da espécie Apis mellifera
que coletam as resinas produzidas pelos brotos florais da planta Baccharis
dracunculifolia DC (Asteraceae) (ALENCAR et al.,, 2005). Diversos compostos
presentes na planta também podem ser encontrados na proépolis verde, como por
exemplo Artepelin C, flavondides e acido p-cumarico (KUMAZAWA et al., 2004,
GUIMARAES et al., 2012) que estdo diretamente associados & sua atividade
antioxidante (GUIMARAES et al., 2012).

Entretanto a prépolis € um material resinoso rigido que n&o pode ser
consumida em sua forma natural. Assim a maneira mais comum de consumo € por
meio da transformagao da resina em po, seguida da produgao de extratos em meios
alcodlicos ou aquosos (MELLO; HUBINGER, 2012) a fim de extrair seus

componentes antioxidantes. A etapa de produgao dos extratos é considerada a mais
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importante porque ela ira definir a qualidade do produto final obtido em relagéo ao
teor de compostos extraidos e atividade dos mesmos. E sabido que a eficiéncia da
extracdo solido/liquido depende de parametro de extracdo como temperatura,
solvente, duracédo da extragdo e tamanho de particula (FRANCO et al., 2007).
Devido a importancia do tamanho da particula, surgiu a tecnologia para producéo de
particulas superfinas com caracteristicas funcionais melhoradas como maior
solubilidade, dispersao, adsorgéo, reatividade quimica e fluidez (WU et al., 2012).
Isto ocorre devido ao fato de que quanto menor o tamanho da particula, maior a
extragdo de compostos facilitada pela transferéncia de massa (CACAEQO; MAZZA,
2003) sendo possivel obter extratos com elevado teor de compostos bioativos
(ROSA et al., 2013). Partindo deste principio, o presente estudo objetivou explorar
os efeitos a moagem superfina sobre a atividade antioxidante e antifungica de

prépolis verde brasileira.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Proépolis verde

A propolis utilizada neste estudo foi a propolis verde do tipo extra green,
doada pela empresa Natucentro®, coletada em 16 de abril de 2015 no municipio de
Bambui (19° 59’ 46”'S, 45° 48’ 38” 0), Minas Gerais, Brasil. Apds a coleta, a prépolis
foi armazenada em sacos de polietileno, sem passagem de luz, a temperatura de -

80°C até o momento das analises.
2.2.2 Moagem superfina

Os fragmentos de prépolis foram padronizados em didmetros de 1 mm a 5
mm de diametro, entdo as particulas uniformes foram moidas em um moinho
centrifugo (Retsch, ZM200) com o auxilio de peneiras com diferentes didametros
(0,08 mm a 0,5 mm) em diferentes rotagdes (4307 g, 17226 g e 38759 g). A prdpolis
padronizada foi definida como controle e a partir dela foram testadas 6 diferentes
moagens, definidas como: amostra A: peneira 0,08 mm & a 4307 g; amostra B:
peneira 0,08 mm & a 17226 g; amostra C: peneira 0,08 mm & a 38759 g; amostra D:
peneira 0,5 mm @ a 4307 g; amostra E: peneira 0,5 mm @ a 17226 g; amostra F:
peneira 0,5 mm J a 38759 g.
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2.2.3 Determinagdo do tamanho da particula por Microscopia Eletronica de

Varredura com energia dispersiva de raio X (SEM-EDX)

Apdés as moagens, as amostras foram visualizadas em um Microscépio
Eletrénico de Varredura com Pressédo Variada (VP-SEM) com 5 kv de energia, 11
mm de distdncia de trabalho, com detector de composicdo do tipo Backscatter
(BSE), com 100-270 e 500X e 20 Pa de magnificagdo (SU3500, Hitachi).

2.2.4 Preparo dos extratos hidroalcodlicos

Para o preparo dos extratos, 2 g de propolis moida foram pesados e
transferidos para um erlenmeyer contendo 25 mL de solvente (etanol: agua, 7:3,
v/v). O processo de extracdo foi realizado a 45°C por 20 minutos sob agitagéo
constante em banho-maria (NI 1232, Novalnstrumentos). Em seguida, os
erlenmeyers foram mantidos em freezer a -22°C por 10 horas, a solugao foi entédo
centrifugada a 2991 g por 10 minutos, filtrada em papel filtro Whatman n°® 2 e os
filtrados foram acondicionados em frascos ambar até o momento das analises. Para
os testes antifungicos, o extrato foi rotaevaporado (R-215, Blchi) até a completa

remogao do etanol para evitar interferéncia do mesmo nos resultados.

2.2.5 Determinagdo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos de

propolis verde

O Teor de Compostos Fendlicos Totais foi determinado em ftriplicata de
acordo com o método espectrofotométrico descrito por Singleton, Orthofer e
Lamuela (1999), utilizando acido galico como padrdo. Uma aliquota de 0,5 mL do
extrato foi transferida para um tubo de ensaio, em seguida foram adicionados 2,5 mL
do reagente de Folin-Ciocalteau 10% (1:10, v/v). A mistura foi agitada em vortex
seguida de repouso por 5 minutos. Entdo foram adicionados 2,0 mL da solucéo de
carbonato de sdodio 4% (m/v), a mistura foi novamente agitada em vortex e mantida
ao abrigo da luz por 2 horas. Apo6s o periodo de reagao, a absorbancia das amostras
foi lida no comprimento de onda de 740 nm em um espectrofotdmetro (Genesys 5,
Spectronic Instruments). Os resultados foram calculados com base numa curva
padrao construida com acido galico em concentragbes conhecidas (2,5 a 50 pg. mL’

") e expressos em mg de GAE. g 'propolis.
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2.2.6 Atividade antioxidante determinada pelo radical ABTSe

A atividade antioxidante pelo radical ABTSe [2.2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-acid)] foi determinada segundo o método descrito por Re et
al., (1999). O radical ABTS- foi formado a partir da reagcéo da solugédo de ABTSe+ 7
mM com persulfato de potassio 140 mM, incubado a temperatura ambiente no
escuro por 12-16 horas. Apds sua formagao, a solucdo contendo o radical foi diluida
com etanol grau analitico e teve sua absorbancia acertada para 0,700 £ 0,020 a 734
nm em espectrofotdbmetro (Genesys 5, Spectronic Instruments). Uma aliquota de 30
ML do extrato diluido foi transferida para um tubo de ensaio e foram adicionados 3,0
mL do radical ABTSe. A absorbancia da amostra foi determinada a 734 nm também
com o auxilio de um espectrofotdmetro apds seis minutos de reagcdo. Como padrao
foi utilizado o Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), os

resultados foram expressos em pmol TEAC. g~ 'propolis.
2.2.7 Atividade antioxidante determinada pelo radical DPPHe

A atividade antioxidante pelo radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) foi
determinada segundo método descrito por Brand-Williams et al., (1995). Em um tubo
de ensaio foram adicionados 0,5 mL de extrato, 3,0 mL de etanol 99% e 0,3 mL do
radical DPPH 0,5 mM diluido em etanol: agua (80:20 v/v). Em seguida, os tubos
foram agitados e incubado no escuro, temperatura ambiente, por 45 minutos. Apds o
periodo de reacao, foi realizada a leitura da absorbancia a 515 nm em
espectrofotdmetro (Genesys 5, Spectronic Instruments). Os resultados da atividade
antioxidante foram expressos em umol TEAC. g‘1 propolis a partir de uma curva de
calibracdo construida utilizando como padrao Trolox (6-hydroxy-2 5 7 8-

tetramethylchroman-2-carboxylic acid).
2.2.8 Determinacao da atividade antifungica

A determinacdo da atividade antifungica foi procedida somente nos extratos
controle e no que apresentou maior atividade antioxidante pelo método ABTS e
DPPH. O fungo testado foi Rhyzopus stolonifer, importante fungo pds-colheita
causador de podriddo mole em morangos. O método de diluigdo em agar foi

reproduzido segundo descrito por Alvarez-Castellanos et al., (2001). A inibi¢cdo foi
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mensurada a partir de diferentes concentragdes de extrato dissolvidas agar batata
dextrose (BDA), que foi o meio utilizado para o desenvolvimento do fungo. Os
inécuos do R. stolonifer foram obtidos por meio de isolamento direto de morangos
que apresentavam as lesdes caracteristicas da doenca. A fim de identificar a
espécie, foram utilizadas ferramentas como reagcao em cadeia da polimerase e gene
(VILGALYS; HESTER, 1990). Para a inoculag&o do fungo foi utilizada uma haste de
metal contendo 10° esporos. mL™'. Os indcuos foram preparados a partir de coldnias
cultivadas em agar BDA durante 10 dias. A contagem de esporos na solugéo do

inoculo foi realizada com auxilio de um hemocitdmetro.

O delineamento experimental foi casualizado, com 2 tratamentos e 6 doses
testadas (0%, 1%, 2%, 3%, 4% e 5%). Cinco replicatas para cada dose foram
testadas e a unidade experimental foi uma placa de Petri (8,54 cm). Apds a
inoculagdo as placas foram incubadas invertidas e mantidas em condigbes
controladas de temperatura (25°C) e 12 horas de fotoperiodo. O percentual de
inibicdo fungica foi calculado considerando o crescimento micelial do tratamento sem
adicdo de extrato em relacdo as doses testadas apods o terceiro dia de incubacéao.
Para isso, o crescimento micelial radial foi medido com auxilio de um paquimetro, a
partir do didmetro de cada colbnia, mensurado em duas dire¢gdes perpendiculares

entre si.

O diametro final do crescimento da colonia foi considerado como a média
aritmética das duas medidas. O calculo de inibicdo do crescimento micelial (ICM) foi
realizado a partir da férmula Pl (%) = (crescimento do tratamento sem adigdo de
extrato/crescimento das amostras) x 100 (ALVAREZ-CASTELLANOS et al., 2001).
Os dados de didmetro da coldnia (cm) e inibicdo de crescimento foram ajustados
aos modelos de regressao considerando o mais adequado o resultado com o maior

coeficiente de determinacao (R?).
2.2.9 Analise estatistica dos dados

Cada valor foi representado como média de trés repeticbes * desvio padrao.
Foi realizada a andlise de varidancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) para
comparag¢ao das médias com auxilio do software Statistica 12.0 (STAT SOFT. INC;
2013).
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Moagem superfina e Microscopia Eletronica de Varredura (SEM-EDX)

As amostras de propolis foram analisadas por SEM-EDX a fim de elucidar as
mudangas morfolégicas apdés a moagem superfina. Na Figura 9 o tamanho das
particulas da amostra controle apresentaram um tamanho > 1mm e apds o processo
de moagem a média de tamanho observada para a amostra A foi 23,3 ym, amostra
B foi 21,3 pym; amostra C foi 19,3 ym, amostra D foi 26,3um, amostra E foi 24,3um e
amostra F 24,0 ym (Figura 10). Somente as particulas com morfologia definida

foram mensuradas.

SU3500 10.0kV 10.1mm %100 BSE-COMP.20Pa & it

Figura 8 - Micrograficos da amostra controle (propolis bruta) (tamanho de particula >

1 mm).
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Figura 9 - Micrograficos das amostras de prépolis, apdés a moagem superfina,

observados com imagem ampliada para 200 pym.

Em todas as imagens foi possivel observar superficies rugosas cobertas por
cera. Caracteristicas similares foram observadas por Tylkowski et al., (2010) em
amostras de propolis oriundas da Bulgaria. Como também observado por Machado
et al., (2016), presenca de alguns constituintes vegetais e substancias resinosas

provavelmente derivadas dos apices vegetativos da planta Baccharis dracunculifolia.
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De acordo com as imagens foi possivel observar que, a partir de uma
aproximacao de 200 um, a propolis moida com a peneira de 0,08 mm de didametro,
apresentou particulas menores e mais uniformes. Ja as amostras moidas na peneira
de 0,5 mm de didmetro apresentaram tamanhos maiores, 0 que ja era esperado por
esta peneira apresentar um didmetro maior, porém menos uniformes. Entre todas as

amostras, a amostra B apresentou a morfologia mais uniforme.

Observou-se que, devido a presenga de cera na propolis, as particulas
formaram aglomerados de maior porte. Apesar disso, os tamanhos obtidos no
presente estudo foram menores que os observados por Tao et al., (2014), que
avaliaram a moagem superfina de bagaco de citros e obtiveram valores que
variaram de 24,09 a 59,6 ym. Ming et al., (2015) obtiveram particulas de cogumelo
moido com tamanhos que variaram de 0,54 a 0,46 ym e Zhu, Du e Li (2014)
avaliaram o efeito da moagem ultrafina em bagago de vinho e observaram particulas
com tamanho de 0,38 a 29,91 um. Todos os estudos obtiveram valores bem acima

dos encontrados no presente estudo.
2.3.2 Teor de Compostos Fendlicos Totais e atividade antioxidante

Na Tabela 23, estido apresentados os valores obtidos nas analises de
quantificacdo do teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT) e atividade antioxidante
pelos métodos ABTS e DPPH. Considerando o CFT, na amostra controle que
apresentou tamanho de particula >1 mm o valor encontrado foi 67,9 mg GAE. g
propolis e apdés a moagem superfina o conteudo de fendlicos aumentou
consideravelmente, com valores até duas vezes maiores que o controle nas faixas
de 108,8 a 138,6 mg GAE. g propolis.
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Tabela 23 - Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT) e atividade antioxidante dos

extratos de propolis verde.

Amostra CFT"™* ABTS®@* DPPH*
CONTROLE 67,9 +27a 1826,6 + 27,2a 210,3 + 3,0a
A 136,0 + 0,6d 8773,6 + 12,2¢ 684,9 + 8,9b
B 138,6 + 2,2d 8497,0 + 52,9d 781,2 + 3,0c
C 137,7 + 1,3d 8491,5 + 21,2d 682,8 + 11,1b
D 108,8 + 1,6b 8240,1 + 84,7b 686,1 + 0,2b
E 135,2 + 1,2d 8052,0 + 84,7b 761,5+ 9,9¢c
F 130,4 + 1,0c 8300,3 + 63,5¢ 758,9 + 4,7¢

“mg GAE.g 'propolis; “umol TEAC. g 'propolis.* Médias que compartilham a mesma coluna e a

mesma letra ndo sao significativamente diferentes a P<0,005.

Castro, Cury e Rosalen (2007) avaliaram o CFT de prépolis oriunda dos
estados da Bahia e Minas Gerais e conteudo de fendlicos encontrado variou de
22,03 a 39,38e 59,98 a 94,98 mg GAE. g propolis respectivamente. Ja Mello e
Hubinger (2012) encontraram valores de fendlicos em amostras de prépolis verde de
49.80 a 100.59 mg GAE. g™ prépolis.

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada por meio de dois métodos
diferentes, pois sabe-se que os antioxidantes podem atuar por multiplos
mecanismos de acordo com seu mecanismo de acdo, radical testado e meio
oxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005). Os valores mais elevados para o ensaio
ABTS foram observados na peneira de tamanho inferior (8491,5 a 8773,6 umol
TEAC. g propolis). Palomino et al., (2009) avaliaram a atividade antioxidante de
prépolis coletada na Coldbmbia e obtiveram resultados que variaram de 455,5 a

1091pmol TEAC. g™ prépolis, valores abaixo dos encontrados no presente estudo.

No método de determinacdo com radical DPPH, assim como observado nos
resultados da analise de ABTS, também ocorreu um aumento na atividade apods a
moagem, apresentando valores que variaram de 682,8 a 781,2 umol TEAC. g'1
prépolis. A amostra B apresentou os maiores valores para CFT e DPPH e o segundo
maior valor para ABTS, possivelmente pode estar relacionado a morfologia das

particulas que eram mais uniformes do que as demais.

Conforme observado e relatado em outros estudos, o tamanho de particula

das amostras € um parametro importante que influencia o rendimento de extragao
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porque quanto menor o tamanho maior a superficie de extragcao e mais eficiente é a
extracdo (GIAO et al., 2009). A interacdo entre o soluto e o solvente aumenta
quando o material extraido se torna menor e, consequentemente, pode ser obtida
uma maior quantidade de compostos antioxidantes a partir de particulas menores,
resultando em um extrato com maior atividade antioxidante (CHAN et al., 2012). A
relacdo entre o tamanho de particula menor e maior conteudo fendlico e atividade
antioxidante foi observada em diversos estudos (GIAO et al., 2009; CHAN et al.,
2012; ZHU; DU; XU, 2015).

2.3.3 Determinacgao da atividade antifungica

A partir dos resultados da atividade antioxidante, foram definidos o controle,
como forma de comparagéao, e a amostra B, que apresentou resultados morfolégicos
mais adequados e elevados CFT e atividades antioxidante, para a avaliacdo da
atividade antifungica. Foi observado que ambos os extratos de propolis verde
(Controle e amostra B) apresentaram atividade antifungica contra o R. stolonifer,
dependente da dose (Figura 11). Ao final de trés dias de incubagdo, o extrato
controle apresentou maior agdo sobre o patégeno, ja que em menor concentragao
foi capaz de inibir o crescimento micelial em mais de 90%, com inibigdo total na
concentracdo de 2%. Apesar da amostra B ter apresentado potencial com
concentracdo crescente, ela s6 foi capaz de inibir totalmente o crescimento micelial
de R. Stolonifer na concentracdo de 4%, ou seja, duas vezes maior que a

concentracdo da amostra controle.
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Figura 10 - Inibicdo do crescimento micelial (%) de Rhyzopus stolonifer exposto por
contato em agar com diferentes concentragdes de extrato de propolis apos 3 dias de
incubacao.

O extrato de prépolis verde, independentemente do tipo de moagem,
apresentou atividade antifungica contra R. stolonifer. Entretanto, o extrato controle
que apresentou o menor teor de compostos fendlicos totais, demonstrou maior
efetividade na inibicdo do fungo na menor dose testada (1%). Assim, os resultados
mostraram que a atividade antifungica ndo demonstrou correlagdo com o conteudo

antioxidante total dos extratos de propolis apdés a moagem.

Os compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas da prépolis sdo os
flavondides que incluem as flavonas, os flavondis, dihidroxiflavonoides e outros
fendlicos em sua maioria acidos cindmicos e seus estéres (RISTIVOJEVIC et al.,
2015), que atuam de forma singular ou interagindo entre si sinergicamente. Porém,
segundo Falcdo et al.,, (2014), a bioatividade observada n&o pode ser julgada
unicamente com base no conteudo fendlico total, uma vez que alguns dos
compostos fendlicos individuais presentes no extrato podem desempenhar um papel
mais importante na atividade do que outros. De acordo com alguns autores, o
mecanismo de acdo observado é devido a desativagdo de algumas enzimas do
metabolismo microbiano resultantes das ligagcdes do tipo ligagdes de hidrogénio que
os grupos hidroxilo presentes nos compostos fendlicos podem formar com as
enzimas (JUGLAL; GOVINDEN; ODHAYV, 2002; PORTE; GODOQY, 2001). Ademais,
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a atividade antioxidante n&o pode ser correlacionada com a atividade antifungica,
isso porque a atividade antibacteriana é principalmente relacionada a compostos
ndo polares e atividade antioxidante a compostos polares (ADAMU; NAIDOO;
ELOFF et al., 2014).

2.4 Conclusoes

Este estudo demonstrou que a moagem superfina pode efetivamente reduzir
os tamanhos de particulas da propolis verde brasileira e mudar a estrutura de
superficie original sendo que apdés a moagem superfina, o tamanho médio das
particulas diminui significativamente. Os resultados também mostraram que a
moagem superfina pode aumentar atividade antioxidante dos extratos produzidos
com amostras superfinas. Os extratos de propolis avaliados apresentaram potencial
para serem utilizados como antifungicos naturais para inibicdo do desenvolvimento
de Rhyzopus stolonifer, porém o potencial antifungico destes ndo mostrou relagéo

com o conteudo antioxidante total dos extratos.

A qualidade dos poés ultrafinos ndo s6 depende da sua composi¢ao quimica,
mas também dos métodos de moagem superfina e suas propriedades fisicas. Por
isso, uma possivel aplicagcao para os pos superfinos de propolis verde brasileira

seria na composicao de produtos farmacéuticos ou como aditivos alimentares.
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3. PROPOLIS VERDE: AVALIAGAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE E
ANTIMIBROBIANO VISANDO SEU USO EM ALIMENTOS

RESUMO

O uso de compostos naturais em alimentos como alternativa aos aditivos
sintéticos € um desafio que a ciéncia e a industria tentam solucionar. O presente
trabalho avaliou os potenciais antioxidantes, antibacterianos e antifungicos de
extratos de propolis verde brasileira, com o objetivo de aplica-los como aditivo
alimentar. Foram determinados o teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT),
atividade antioxidante pelos radicais ORAC, ABTS, FRAP e DPPH, atividade
antibacteriana com as bactérias Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e
Escherichia coli e ensaios antifungicos com os fungos Botrytis cinerea e Rhyzopus
stolonifer. Os valores encontrados na andlise de TPC e ensaios antioxidantes
ORAC, ABTS, FRAP e DPPH foram 114,4 mg GAE. g'1 propolis; 2812,9 umol TEAC.
g prépolis, 1424,2 umol TEAC. g prépolis; 912,6 pmol sulfato ferroso. g™ prépolis e
264,1 umol TEAC. g propolis, respectivamente. Nos ensaios antibacterianos, o
extrato de propolis verde foi eficaz contra as bactérias Staphylococcus aureus e
Listeria monocytogenes, mas nao foi efetivo contra a Escherichia coli. Ja nos
ensaios antifungicos, o extrato foi efetivo contra os dois fungos testados (Botrytis
cinerea e Rhyzopus stolonifer). Assim, foi possivel afirmar que o extrato de propolis
verde apresentou maior CFT, que pode estar relacionado aos potenciais
antioxidantes, antibacterianos e antifungicos. Deste modo, o extrato de propolis
verde pode ser uma opcao para uso em alimentos como conservante/antioxidante
alternativo aos sintéticos comumente usado pela industria.

Palavras-chave: Prépolis verde; Atividade antioxidante; Atividade antibacteriana;
Atividade antifungica; Aditivo natural

ABSTRACT

The recent search for effective natural compounds in order to add in food
instead of synthetic additives is the challenge that science and industry try to solve.
The present work evaluated the antioxidant, antibacterial and antifungal potentials,
also quantify the chemical marker, of Brazilian Green propolis, with a view to apply
the extracts of Green propolis as a food additive. It were determined Total
Polyphenolic Content (TPC), antioxidant activity by ORAC, ABTS, FRAP and DPPH
radicals, antibacterial activity against Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes and Escherichia coli and antifungal essays with Botrytis cinerea and
Rhyzopus stolonifer fungi. The values found in TPC and antioxidant analysis was
114.4 mg GAE. g™ propolis; 2812.9 umol TEAC. g™ propolis, 1424.2 pmol TEAC. g™
propolis; 912.6 pmol ferrous sulphate. g™ propolis and 264.1 pmol TEAC. g propolis
for TPC, ORAC, ABTS, FRAP and DPPH respectively. In the antibacterial essays,
the Green propolis extract was effective against Staphylococcus aureus and Listeria
monocytogenes but was not effective against Escherichia coli. Considering antifungal
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essays, the extract was effective against Botrytis cinerea and Rhyzopus stolonifer
fungi. Therefore it is possible to affirm that the extract of Brazilian Green propolis
presented higher TPC, significant amount of Artepillin C and possibly this phenolic
acid may be related to the antioxidant, antibacterial and antifungal potentials. Hence,
the Green propolis extract could be an option to use in food as an alternative
preservative instead of synthetic commonly used by industry.

Keywords: Green propolis; Antioxidant activity; Antifungal activity; Antimicrobial
activity; Natural additive

3.1 Introdugéao

A prépolis € um material resinoso produzido por abelhas e é utilizada pelas
mesmas para protegdo da colmeia contra insetos e microrganismos invasores
(GHISALBERTI, 1979). A propolis verde é originalmente produzida a partir da coleta
das resinas presentes nos brotos e botdes florais da planta Baccharis dracunculifolia
por abelhas da espécie Apis mellifera (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002). Este tipo
de prépolis tem sido objeto de estudo farmacoldgicos devido suas propriedades
antibacterianas, antifungicas, antioxidantes e antitumoral (CARDOSO et al., 2016;
MARTINI et al., 2016; CORREA et al., 2016; FRION-HERRERA et al., 2015) sendo
que todas estas atividades estdo relacionadas a presenca de compostos fendlicos
na composicdo na propolis. Devido a todas estas propriedades, a propolis é
considerada um medicamento milenar usado como agente terap6eutico na medicina
alternativa (LUSTOSA et al., 2008).

A influéncia dos compostos fendlicos no potencial antibacteriano e antifungico
da propolis sobre microrganismos relacionados aos alimentos ainda nédo é
totalmente compreendida. Bactérias como Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Escherichia coli podem ser encontrados em alimentos
contaminados e geralmente estdo relacionados a toxinfecgdes (KHIABANI et al.,
2014). Assim como os fungos Boftrytis cinerea e Rhyzopus stolonifer que séo
responsaveis por importantes doengas poés-colheita em morangos, como fungo
cinzento e a podridao mole, e que apesar de nao apresentar riscos evidentes para a
saude, representam grandes perdas econdmicas durante o armazenamento
(REDDY et al., 1998).
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Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial antibacteriano
(Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli) e antifungico
(Botrytis cinerea e Rhyzopus stolonifer) de extratos de propolis verde brasileira
visando um possivel uso do extrato como aditivo natural em alimentos a fim de
retardar a oxidacdo e retardar o crescimento e proliferacdo das bactérias e dos

fungos testados.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Amostra de propolis e preparagao do extrato

A propolis utilizada neste estudo foi coletada em 16 de abril de 2015, na
cidade de Bambui (19° 59’ 46”S, 45° 48’ 38” 0), Minas Gerias, Brasil. A amostra foi
doada pela empresa Natucentro Propolis®. Para preparar o extrato, amostras
moidas foram pesadas e transferida para um frasco com solvente (etanol: agua
destilada, 7:3, v/v) na proporcéo de 1:12. O processo de extragdo se deu a uma
temperatura de 45°C por 20 minutos, sob agitacdo constante em banho-maria do
tipo Dubnoff (NI 1232, Novalnstrumentos). Apds o processo, os frascos foram
armazenados a -22°C durante 10 horas para separagdo da cera, em seguida a
fracao liquida foi centrifugada a 2991 g por 1 minuto e rotaevaporada (R-215, Buchi)

para remoc¢ao do etanol presente no solvente.

3.2.2 Atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos

3.2.21 Quantificagado do teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

O CFT foi determinado pelo método espectrofotométrico utilizando o reagente
Folin-Ciocalteau (AL-DUAIS et al., 2009), modificado para micro volumes. Para a
analise, em uma microplaca foram adicionados 20 uL da amostra ou curva padrao
ou branco e 100 pL da solugao Folin-Ciocalteau 10% (v/v). A solugao foi agitada na
leitora de microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e apdés 5 minutos,
foram adicionados 75 uL da solugéo de Na,COs; 7,5% (v/v). O branco foi preparado
somente com 20 pL agua destilada. Em seguida a microplaca foi novamente agitada
e incubada ao abrigo da luz durante 40 minutos. Apds este periodo a leitura foi
realizada a um comprimento de 740 nm. A curva padrao foi construida utilizando o
acido galico como padrdo nas concentragbes de 20 a 120 pg/L e os resultados

expressos em mg de acido galico (GAE). g™ prépolis.
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3.2.2.2 ORAC (Oxygen-radical Absorbance Capacity)

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelo método ORAC
descrito por Chisté et al., (2011). Em uma microplaca foram adicionados 30 pL da
amostra ou curva padrao, 60 uL de solucao de fluoresceina 508,25 mM e 110 pL de
AAPH 76 mM. O branco foi preparado somente com 200 pyL de solugcédo tampédo de
fosfato de potassio 75 mM pH 7,4. Em seguida a microplaca foi incubada a 37°C na
leitora de microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices), onde a cinética de
decaimento da fluorescéncia foi analisada por um periodo de 2 horas com e
excitagcdo em 485 nm e emissdo em 528 nm, efetuadas a intervalos de 1 minuto. A
curva padrao foi construida utilizando uma solugédo padréo de Trolox (Sigma Aldrich)
nas concentragdes de 12,5 a 400 yM e os resultados expressos em umol TEAC

(Equivalentes ao Trolox). g™ propolis.
3.2.23 ABTS-+ (2,2’-azino-bis (3-ethilbenzothiazoline)-6-acido sulfénico)

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazoline)-6- acido sulfénico)] foi determinada conforme a metodologia
descrita por Al-Duais et al., (2009). A solucdo estoque do radical ABTS™ foi
elaborada com o prévio preparo de uma solugdo de ABTS™ 7mM que reagiu com
persulfato de potassio 140 mM durante 16 horas, a temperatura ambiente e abrigo
da luz, para formacéo do radical ABTS™. Apds a formacgéo do radical, a solucdo de
trabalho foi produzida utilizando a solucdo do radical ABTS™ diluida com tampao
fosfato de potassio 75 mM pH 7,4 corrigida para uma absorbancia de 0,7 £ 0,02 a
734 nm em espectrofotometro (UV Mini1240, Shimadzu). Para determinagdo da
atividade, em uma microplaca foram adicionados 20uL da amostra ou da curva
padrao ou branco e 200uL da solugdo de trabalho do radical ABTS. O branco foi
composto apenas com tampéao fosfato de potassio 75 mM pH 7,4. A solugao foi
agitada na leitora de microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e apds 6
minutos a leitura foi realizada a um comprimento de 730 nm. A curva padrao foi

construida com uma solugao padrao de Trolox (TEAC) nas concentragdes de 12,5 a
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200 pM e os resultados expressos em pmol TEAC. g™ prépolis.

3.224 FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

A atividade antioxidante pelo método FRAP foi realizada pela metodologia
descrita por Muller et al., (2010). Em uma microplaca foram adicionados 20 pL da
amostra ou curva padréo ou branco, 30 pyL de agua destilada e 200 pL do reagente
FRAP, sendo este preparado previamente com tampao acetato de potassio 0,3 M
pH 3,6, solugao de cloreto férrico 20 mM e solugdo TPTZ 10 mM com HCI 40 mM
(10:1:1, v/viv). Em seguida a microplaca foi incubada a 37°C na leitora de
microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e a absorbancia mensurada a
um comprimento de onda de 595 nm. A curva padrdo foi construida utilizando uma
solugdo padrao de sulfato ferroso 2,5 mM nas concentragdes de 100 a 700 uM e os

resultados expressos em pmol sulfato ferroso. g~ prépolis.
3.2.25 DPPH (2,2-diphenil-1-picrylhydrazil)

A atividade antioxidante pelo método DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) foi
determinada segundo Al-Duais et al., (2009). Para determinagdo da atividade, em
uma microplaca foram adicionados 66 uL da amostra ou da curva padrdo ou do
branco e 134 uL da solugdo de DPPH 150 uM. A solugéo foi agitada na leitora de
microplacas (SpectraMax® M3, Molecular Devices) e apdés 45 minutos ao abrigo da
luz, a leitura da absorbancia foi realizada a um comprimento de 517 nm. A curva
padrao foi construida com uma solugéo padrao de Trolox (TEAC) nas concentragdes

de 20 a 140 uM e os resultados expressos em umol TEAC. g prépolis.
3.2.3 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada contra as bactérias Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Escherichia coli ATCC
25922, da colegdo de cepas do Laboratério de Higiene e Laticinios da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz’- ESALQ/USP.

3.2.3.1 Método de difusdo em agar
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O screening da atividade antimicrobiana do extrato de propolis verde foi
realizado pelo método de difusdo em agar de segundo o Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (CLSI, 2009a) e Duarte et al., (2003), com modificagdes.
200 pL do inoculo padronizado (1x10° CFU/mL) de cada microrganismo foram
transferidos para um meio contendo 200 mL de TSB (caldo soja tripticaseina)
contendo 0,7% de agar bacteriolégico a 45°C a fim de obter uma populacéo final de
bactérias de 1,5 x 10° CFU/mL. Com o auxilio de um tubo de ensaio graduado
estéril, 70 mL do agar inoculado foram transferidos para placas de Petri (150 mm),
onde foram feitos pogos de 8 mm de didmetro com uma bomba de vacuo e
distribuidos em cada pogo 40 uL do extrato (100%). As placas de Petri foram
mantidas em descanso durante 1 hora a temperatura ambiente para permitir a
difusdo dos extratos no meio. Como controle negativo 40 yL do agar TSB foram
utilizados e como controle positivo 40 uL de uma solugao de clorexidina 0,12% (v/v)

foi usada.

3.2.3.2 Concentragao Minima Inibitéria e Concentracdo Minima
Bactericida (CMI/CMB)

Para determinagdo da CMI, o método utilizado foi o de microdiluicdo em caldo
descrito pelo CLSI (CLSI, 2009b) em microplacas de 96 pogos. As concentragdes do
extrato foram obtidas a partir da diluicdo seriada em duas vezes em microplaca,
resultando numa concentragao de 25% a 0,78% seguida da inoculagdo em TSB (1-
2x10°> CFU/mL). O volume final de cada poco foi 200 L. Foram preparados dois
controles: Controle positivo (200 uL de TSB adicionado de 0,12% de clorexidina, v/v)
e o controle negativo (200 uL de TSB estéril). 200 uL de TSB estéril foram utilizados
como controle do meio. Apds as inoculagdes, as placas foram incubadas a 35°C por
24 horas. Todos os pogos receberam 30 uL de resazurina (0,01% p / v) com o
objetivo de verificar, por meio de leitura visual, o crescimento bacteriano. Qualquer
evidéncia de mudanga de cor foi considerada como indicativa de crescimento

bacteriano.

Para determinacdo do CMB, 10 uL meio foram retirados dos pogos
considerados inibitorios e inoculados em placas de Petri contendo agar tripticase de

soja (TSA), em seguida incubados a 35°C por 24 horas. A CMB considerada menor
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foi a que ndo demonstrou nenhum crescimento das colénias na superficie do meio

de cultura (CABRAL et al., 2009). Os experimentos foram realizados em.

3.2.4 Atividade antifungica

A atividade antifungica foi avaliada utilizando os fungos Boftrytis cinerea e
Rhyzopus stolonifer, responsaveis por doengas de péds-colheita em morango,
conhecidas como fungo cinzento e podriddo mole respectivamente. A CMI dos
extratos foi determinada por meio de duas metodologias diferentes: por contato e
exposicao de volateis. O percentual de inibicdo (Pl %) foi calculado pela comparagéo
entre o crescimento micelial do controle (sem adicdo de extrato) e os tratamentos
com diferentes doses do extrato. Os experimentos foram considerados finalizados
quando o crescimento micelial se espalhou em toda a superficie das placas de Petri
(apds 3 dias para o R. stolonifer e 7 dias para o B. cinerea). Nos dois métodos
aplicados, o crescimento micelial foi mensurado com auxilio de um paquimetro
digital, com 2 medidas retiradas do centro da colonia de fungos em 2 posi¢des
perpendiculares diferentes. O diametro final foi considerado como a média das
medidas. O Pl % foi calculado segundo a equacgéo: Pl (%) = (crescimento do

controle sem extrato / crescimento do tratamento) x 100 (PLAZA et al., 2004).
3.24.1 Concentragao Minima Inibitéria (CMI) — Método de Contato

A CMI do extrato de propolis foi determinada conforme descrito por Plaza et al.,
(2004), com modificagbes, em diferentes concentragbes do extrato diluido em agar
BDA: 0%, 1,0%, 2,0%, 3,0%, 4,0% e 5,0% (extrato: agar BDA, v/v). Os fungos foram
inoculados no centro das placas de Petri usando uma agulha de metal contendo 10°
esporos/mL. A solugao de esporos foi previamente preparada a partir de culturas de
fungos apos 10 dias de incubagdo em agar BDA. A contagem dos esporos foi
realizada utilizando um hemocitdmetro. Apds a inoculacéo, as placas de Petri foram
incubadas a 23°C o Botrytis cinerea durante 7 dias e a 25°C o Rhyzopus stolonifer
durante 3 dias, ambos em fotoperiodo de 12 horas. Foram avaliadas cinco

repeticoes de cada dose testada. O CMI considerada como a menor concentragcao
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em que nenhum crescimento de coldnias na superficie do meio de cultura foi

observado.

3.24.2 Concentragcao Minima Inibitéria (CMI) — Método de Exposigao
Volatil

A CMI o extrato de propolis verde pelo método de exposicao a volateis foi
determinada segundo descrito por Yun et al., (2013). As concentragbes testadas
para inibigdo do fungo foram 0, 1, 2, 3, 4 e 5 mL do extrato adicionado em discos de
filtro estéreis de 20 mm de didametro, no centro da tampa da placa de Petri contendo
agar BDA inoculada com as espécies de fungos. Apds a inoculagao as placas foram
seladas com Parafilm®, para evitar perdas dos compostos volateis do extrato. As
placas foram incubadas sob as mesmas condi¢gdes da determinagao da CMI pelo
método de contato. O controle negativo foi preparado sem a adigdo do extrato de
propolis nos discos de filtro e incubado nas mesmas condicdes. Foram avaliadas

cinco repeticdes de cada concentragao testada.
3.2.5 Analise estatistica dos dados

Cada valor foi representado como média de trés repeticbes * desvio padrao.
Foi realizada a andlise de varidancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) para
comparag¢ao das médias com auxilio do software Statistica 12.0 (STAT SOFT. INC;
2013).

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Ensaios antioxidantes

Os resultados obtidos nas analises de determinacdo do teor de Compostos
Fendlicos Totais (CFT) e das atividades antioxidantes testadas no extrato de

prépolis verde podem ser observados na Tabela 24.
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Tabela 24 - CFT e atividade antioxidante pelos métodos ORAC, ABTS++, FRAP e

DPPH- do extrato de prépolis verde.

Extrato de prépolis CFT ORAC?2 ABTS-+2 FRAP? DPPH-+?
verde

114,4+1,3 2812,9+3,1 14242+0,1 912,6 £0,2 264,1+4;3

"mg GAE. g™ prépolis
2 ymol TEAC. g'1pr’polis
3 umol sulfato ferroso. g 'propolis
Castro, Cury e Rosalen (2007) avaliaram o teor de fendlicos totais em prépolis

oriunda dos estados da Bahia e Minas Gerais (Brasil) e a prépolis oriunda de Minas
Gerais apresentou um teor de fendlicos 59,98 a 94,98 mg GAE. g propolis. Ja a
prépolis da Bahia apresentou valores de 22,03 a 39,38 mg GAE. g’ propolis, ambos
bem abaixo do encontrado no presente estudo. Alencar et al., (2007) quantificaram o
teor fendlico total de propolis verde oriunda de Alagoas, Brasil. O extrato da propolis
foi produzido em condi¢gbes muito proximas deste estudo (etanol 80%, 70°C, 30 min)

e eles obtiveram valores de 232 mg GAE. g prépolis.

Na analise de ORAC, Silva et al., (2011) a atividade antioxidante da prépolis
oriunda do Uruguai e obtiveram valores que variaram de 1,8 a 9,0 pmol TEAC. mg”™
prépolis, valor muito abaixo do encontrado no presente estudo. Sun et al., (2015)
avaliaram a extracdo de compostos fendlicos e a atividade antioxidante de propolis
de Pequim e observaram que os extratos produzidos com 75% de etanol
apresentaram um valor de 275954 pymol TEAC. 100 g~ propolis na analise de
ORAC.

Comparando os resultados do ABTS com outros estudos, Bonvehi e Gutiérrez
(2011) analisaram a atividade antioxidante de propolis oriunda do pais basco (Norte
da Espanha) e obtiveram valores que variaram de 291 a 1420 pmol TEAC. g

prépolis.

Mihai et al., (2011) avaliaram a atividade antioxidante pelos métodos FRAP e
DPPH de prépolis oriunda da Transilvania e observaram valores que variaram de
0,74 a 2,37 mmol de sulfato ferroso. g”' de propolis e 0,29 a 1,23 mmol TEAC. g™
propolis, respectivamente. Ambos valores muito abaixo dos encontrados no presente

trabalho.

3.3.2 Atividade antibacteriana
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Os resultados dos testes antibacterianos do extrato de propolis verde frente as
bactérias S. aureus, L. monocytogenes e E. coli podem ser observados na Tabela
25.

Tabela 25 - Zona de inibicédo (ZI) em mm, CMI e CMB em % (v/v) do extrato de

propolis verde.

Staphylococcus Listeria Escherichia coli
Tratamento aureus monocytogenes

I CMI | CMB zZI* CMI | CMB zZI* Ccmi CMB

Extrato de propolis | 14,3+ | 6,25 | 250 | 219+ | 6,25 | 250 | 8,0+ 25,0 25,0

0,4 0,3 0,0
Controle 19,4 + - - 27,2 + - - 11,9 + - -
(Clorhexidina 0,3 0,6 0,3

0,12%)

* Resultados expressos como média + desvio padrao.

Na etapa de screening, o extrato mostrou consideravel atividade contra L.
monocytogenes, com um largo halo de inibigdo (21,9 mm), assim como contra S.
aureus (14,3 mm). Nenhum halo de inibigédo foi observado para a E. coli, que poderia
estar relacionado com uma atividade antibacteriana mais alta da propolis contra
bactérias Gram-positivas (VARGAS et al., 2004; MARCUCCI et al., 1996). Dentre
todas as bactérias avaliadas, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes
apresentaram boa susceptibilidade da acdo do extrato. Varios estudos relataram a
atividade antibacteriana da propolis (CABRAL et al., 2009; DIMKIC et al., 2016;

SOLTANI et al., 2017), mas nenhum utilizando a prépolis verde brasileira.

Oda et al.,, (2016) avaliaram efeito inibitério de propolis verde contra os
patdgenos orais Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Porphyromonas
gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Os resutados demonstraram
significante efeito do extrato (100 mg/mL) principalmente contra P. gingivalis e S.
sanguinis. O extrato de prépolis néo foi efetivo contra A. actinomycetemcomitans. Os
autores enfatizaram a necessidade de novos estudos para esclarecer as interacoes
entre os microrganismos e a prépolis verde. Cardoso et al., (2016) avaliaram o efeito
da propolis verde na formacao de biofilmes de Streptococcus mutans. Os resultados
mostraram um importante efeito antibiofime do extrato avaliado (33,3%), que

poderia estar relacionado a presencga de acido carbdnico e acido 5-caffeolquiinico (5-
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CQA) nos extratos estudados, assim como o efeito sinergistico dos outros
compostos presentes. Alguns estudos também associam a presenga do Artepelin C
com a atividade biolégica da propolis verde (NGUYEN et al., 2016; TIVERON et al.,
2016; VEIGA et al., 2017).

Nao ha estudos sobre a atividade antimicrobiana da prépolis verde contra
microrganismos ligados a intoxicagdes alimentares. Os resultados observados
sugerem um potencial uso da propolis verde em alimentos como agente de
protecdo, reduzindo os riscos de transmissao de patéogenos. Entretanto, ainda sao
necessarios estudos posteriores relativos ao Artepelin C sobre seu potencial

antimicrobiano.
3.3.3 Ensaios antifungicos

A atividade antifungica do extrato de prépolis foi observada como um padrao de
dose dependéncia em ambos os métodos testados (contato e ensaios volateis);
quanto maior a concentragdo de extrato quanto maior a sua atividade antifungica.

Para este estudo, o CMI foi considerado entre 2 e 3% (Tabela 26).

Tabela 26 - Crescimento micelial (cm), Percentual de Inibigao (Pl) (%) e CMI (%)

apos 3 e 7 dias de contato com o extrato de prépolis verde.

Fungos _ Goeentacis  Cmdmen® pu
0 8,54 £0,00 a 0,00+0,00d
1 6,03+£0,22b 29,38 £ 2,67 c
Rhyzo;_)us 2 1,30+ 0,33 c 84,80+£391b 2% < CMI < 3%
stolonifer 3 0,00+0,00d 100,00 £ 0,00 a
4 0,00+0,00d 100,00 £ 0,00 a
5 0,00+0,00d 100,00 £ 0,00 a
0 8,54 £0,00 a 0,00+0,00d
1 2,86 £ 0,55 ab 66,50 £ 6,48 c
Botrytis 2 213+1,19b 75,07+ 13,98 b 2% < CMI < 3%
cinerea 3 0,00 £ 0,00 c 100,00 £ 0,00 a
4 0,00 £ 0,00 c 100,00 £ 0,00 a
5 0,00 £ 0,00 c 100,00 £ 0,00 a

" PI% - Percentual de inibicdo (resultados expressos em porcentagem de inibigdo do crescimento
micelial em comparagdo com o controle).2 Intervalo das concentragdes nas quais foi observada uma
inibicao total do crescimento micelial. Médias nas colunas (n=5), para o mesmo fungo, seguidas de
letras diferentes mostram diferenga estatistica a 5% (Tukey). Dados transformados usando o teste de
homogeneidade: crescimento micelial e Pl1% do Rhyzopus stolonifer com (média)’3; crescimento
micelial do Botrytis cinerea com log (média); e Pl% do Botrytis cinerea com (média)'3.
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O ensaio de exposi¢cao de volateis demonstrou uma atividade antifungica
menor do que a observada no ensaio de contato (Tabela 27). Assim, a total inibigao
do R. stolonifer foi observada no intervalo entre 4% e 5% do extrato, enquanto para

o B. cinerea, a CMI observada foi nas concentracdes de 3% e 4% do extrato.

Tabela 27 - Crescimento micelial (cm), Percentual de Inibigdo (Pl) (%) e CMI (%)

apos 3 e 7 dias de exposigao aos compostos volateis do extrato de propolis verde.

Crescimento

Fungo OO e micolia PI%’ cmr
0 8,54 +0,00 a 0,00 + 0,00 e
1 5,44 + 0,83 ab 47,42 + 12,38 d
Rhyzopus 2 3,82+ 1,56 be 52,44 + 15,53 ¢ 4% < CMI < 5%
stolonifer 3 2,89+ 2,52 cd 67,87 + 27,16 b
4 0,49 + 0,19 de 94,60 + 0,89 a
5 0,00 + 0,00 e 100,00 + 0,00 a
0 8,54 +0,00 a 0,00 + 0,00 d
3% < CMI < 4%
1 8,36 +0,29 b 2,62 +3,02cd
Botrytis 2 6.61+1,52¢ 22,55 + 18,36 bc
cinerea 3 5,48 + 1,68 d 4479 +6,65b
4 0,00 + 0,00 e 100,00 + 0,00 a
5 0,00 + 0,00 e 100,00 + 0,00 a

" PI% - Percentual de inibicdo (resultados expressos em porcentagem de inibigdo do crescimento
micelial em comparagdo com o controle).2 Intervalo das concentragdes nas quais foi observada uma
inibicao total do crescimento micelial. Médias nas colunas (n=5), para o mesmo fungo, seguidas de
letras diferentes mostram diferenga estatistica a 5% (Tukey). Dados transformados usando o teste de
homogeneidade: crescimento micelial e Pl1% do Rhyzopus stolonifer com (média)’3; crescimento
micelial do Botrytis cinerea com log (média); e PI% do Botrytis cinerea com (média)'3.

De acordo com os resultados observados, o extrato verde de prépolis mostrou
uma atividade antifungica consideravel contra os fungos testados. Esta atividade
pode estar relacionada aos efeitos de flavondides e ésteres, bem como o efeito
sinérgico entre eles (SCAZZOCCHIO et al., 2006). Estes compostos causam
alteracbes na membrana e na parede microbianas, resultando em danos funcionais
e estruturais inativagdo microbiana (MARCUCCI, 1995;
MIRZOEVA et al., 1997; GATTO et al., 2002).

responsaveis pela

Alguns estudos reportaram que a aplicagdo do isolado de propolis ou
combinada com outros tratamentos demonstrou efeitos contra outras espécies de
fungos pés-colheita, como Penicillium italicum, Penicillium digitatum e Colletotrichum
gloeosporioides (MATTIUZ et al., 2015; NOOSHEEN et al., 2013, YANG et al., 2011)

reforgando o potencial da prépolis como alternativa aos antifungicos sintéticos.
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34 Conclusoes

O extrato de prépolis, com alto teor de compostos fendlicos totais, bem como alta
atividade antioxidante nas analises de ORAC, ABTS, FRAP e DPPH, também
apresentou efeitos contra as bactérias L. monocytogenes e S. aureus. Apesar de
nao ter sido eficaz contra a E. coli, seu uso potencial como agente protetor contra
microrganismos patogénicos, deve ser estudado em sistemas alimenticios. Um
expressivo efeito antifungico foi observado contra os fungos R. stolonifer e B.
cinerea, sugerindo que o extrato pode ser usado como uma alternativa antifungica

aos compostos sintéticos comumente usados.
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4. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE
PROPOLIS VERDE EM SISTEMA MODELO

RESUMO

O presente trabalho objetivou avaliar a capacidade antioxidante do extrato de
propolis verde em sistema modelo de base lipidica. Deste modo, primeiramente foi
feita a identificagdo dos compostos presentes no extrato de propolis por LC-DAD-
ES-MS. Os extratos foram aplicados nas concentracdes de 0 a 200 mg/kg,
comparados ao desempenho dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT e TBHQ, em
emulsdes tipo 6leo em agua (o/w) preparadas com Oleo de linhaga dourada. As
emulsdes foram acondicionadas em estufa a 50°C e apdés 120 horas foram
determinados o teor de hidroperéxidos e de dienos conjugados, indicadores do grau
de oxidacdo da amostra. A concentragcao que apresentou o melhor desempenho foi
avaliada sensorialmente. Os compostos identificados no extrato foram o acido
cafeico, isbmeros do acido cafeoilquinico, p-cumarico, hesperitin, drupanin, artepelin
C e bacarina. A concentracido do extrato que demonstrou melhor efeito protetor foi a
de 100 mg/kg, mantendo a emuls&o com valores de 73,1 mg de CHP (Hidroperdxido
de Cumeno). Kg™' e absortividade de 2,34 E'*;., apds 72 horas de estufa. A andlise
sensorial, comparando o extrato de propolis aos antioxidantes sintéticos, indicou que
o antioxidante natural € uma alternativa aos sintéticos, apresentando o menor escore
para rango comparado aos demais tratamentos. Os resultados obtidos neste estudo
demonstraram que o extrato de prépolis foi efetivo em proteger uma emulséo
altamente insaturada da oxidacéo lipidica, indicando potencial de uso em sistemas
emulsionados.

Palavras-chave: Prépolis verde; Antioxidante natural; Artepelin C; CHP

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the antioxidant capacity of green propolis
extracts in lipid model system. Phenolic identification of extracts was performed by
LC-DAD-ES-MS and concentrations from 0 to 200mg/kg of propolis extract were
subject to evaluation in oil in water emulsion prepared with golden flaxseed oil,
compared to synthetic antioxidants BHA, BHT, and TBHQ under accelerated
condition (50°C for 120 hours). Hydroperoxides content and evolution of dienes were
determined. The higher protective effect against oxidation was sensory evaluated.
The compounds identified by chromatography technique were caffeic acid,
caffeoylquinic acid isomers, p-coumaric acid, hesperitin, drupanin, artepillin C and
baccharin. The propolis extract concentration that showed the best protective effect
on emulsion was 100 mg/kg, showing 73.1 mg CHP. Kg"' and absorptivity of 2.34
E'.m after 72 hours. Sensory analysis has shown propolis extract related to the
lowest score for rancidity compared to other treatments. Thus, the results obtained in
this study demonstrated that the propolis extract was effective against lipid oxidation
and that there is possibility of it use in emulsified foods as antioxidant agent.
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Keywords: Green propolis; Natural antioxidant; Artepillin C; CHP

4.1 Introducao

Atualmente devido a uma maior preocupag¢ao com a saude, os consumidores
tém exigido da industria de alimentos produtos que apresentem uma menor
quantidade de aditivos sintéticos. As gorduras saturadas sdo foco de muitas
pesquisas por estarem diretamente relacionadas as doencas cardiovasculares,
obesidade e cancer (SIRI-TARINO et al., 20015; ENOS et al., 2014, ALLOTT et al.,
2016). Devido a esta demanda, a industria de alimentos usa de estratégias para
atender o consumidor e uma delas é a substituicdo de gordura saturada pela
insaturada ou poli-insaturada. No entanto as caracteristicas sensoriais do produto
ndao devem ser alteradas drasticamente. Diversos sdo os beneficios das gorduras
insaturadas como, por exemplo, diminuicdo da producao hepatica de VLDL, auxilio
na reducao do triglicérides e resisténcia a insulina, acdo na modulagcéo de certos
genes, além de serem precursores de hormoénios (JUAREZ-LOPEZ et al., 2013;
CLARKE, 2004; GANESAN; BROTHERSEN; MCMAHON, 2012). Apesar dos
benéficos, as gorduras insaturadas e as poli-insaturadas sdo mais susceptiveis a

oxidacéo.

Muitos alimentos processados contem em sua formulagdo uma fase lipidica
dispersa em meio aquoso, podendo ser classificados como uma emulsdo 6leo-em-
agua (o/w) (BERTON-CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014) como, por exemplo,
molhos de salada, maionese, sopas e cremes. Nestes produtos a oxidagdo ocorre
de forma rapida devido a influéncia de fatores como a composicdo em acidos
graxos, composicdo i6nica e pH da fase aquosa, tipo e concentragdo dos
antioxidantes, concentragcdo de oxigénio, tamanho das particulas de gordura, sua
concentragdo e estado fisico (MCCLEMENTS, 2005; WARAHO; MCCLEMENTS;
DECKER, 2011). Por isso o uso de estratégias que retardem a oxidagcéo é

necessario.

A adicdo de antioxidantes é muito comum na industria de alimentos, mas
atualmente o uso de antioxidantes sintéticos ndo é bem visto pelo consumidor. Isto
porque desde 1975 estudos alertam para os efeitos negativos a saude o consumo

de alimentos adicionados de antioxidantes sintéticos (GOODMAN et al., 1990;
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BRANEN 1975; BOTTERWECK et al., 2000; PICADO et al., 2001). Aliado a este
problema, a necessidade de apresentacido de fontes sustentaveis e ambientalmente
amigaveis esta forgcando a industria mover-se nesta direcdo que visa a
saudabilidade. Devido a este fato, nos ultimos o niumero de pesquisas que objetivam
a obtencao de antioxidantes de fontes naturais, avaliacdo de sua capacidade em
combater e sequestrar os radicais livres, além da possibilidade da aplicagdo em
alimentos em substituicio aos sintéticos atualmente utilizados aumentou
consideravelmente (PENG et al., 2010; TSENG; ZHAO, 2013; JIANG; XIONG,
2016).

A propolis € uma resina de origem natural muito popular, usada ha anos pela
medicina alternativa. Devido suas propriedades medicinais com o passar dos anos
ela passou a ser utilizada também em xaropes para tosse, pilulas orais, pastilhas,
batons, shampoos, pomadas e lo¢gdes (WALGRAVE; WARSHAW; GLESNE, 2005).
No Brasil é possivel encontrar 12 tipos diferentes de prépolis. Um deles € a prépolis
verde produzida a partir da resina dos brotos florais da planta Alecrim-do-campo,
popularmente conhecida como vassourinha e cientificamente classificada como
Baccharis dracunculifolia (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002), que pode ser
encontrada somente na regido sudeste do Brasil. E possivel encontrar na literatura
diversos trabalhos que avaliam as caracteristicas e atividade antioxidante da
propolis verde (ALENCAR et al., 2005; INOKUCHI et al., 2006; SZLISZKA et al.,
2011; MOURA et al., 2011) entretanto ndo ha nenhum que investigue a interferéncia
da extracdo dos compostos fendlicos e sua atividade antioxidante em sistema
modelo lipidico visando uma potencial aplicagdo em alimentos. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito de extrato de prépolis verde em diferentes
concentragbes em emulsdes do tipo oOleo-em-agua bem como sua avaliagéo

sensorial.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Preparo dos extratos e determinacao do Teor de Compostos Fendlicos

Totais

A propolis utilizada neste experimento foi coletada em 06 de outubro de 2015
(Coleta 3), na cidade de Bambui (19° 59’ 46”S, 45° 48’ 38” 0), Minas Gerias, Brasil.

A amostra foi doada pela empresa Natucentro Propolis®. Para o preparo dos
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extratos foram pesados 2g de proépolis triturada e transferidos para frasco com
contendo 25 mL de solvente (etanol: agua, 7:3, v/v). A extracao foi realizada a 45°C
durante 20 minutos, sob agitacdo constante em banho Dubnoff (NI 1232,
Novalnstrumentos). Os frascos foram armazenados em freezer a -22°C durante 10
horas para a separagao da fragdo de cera, a fragéo liquida foi centrifugada a 2991 g
durante 10 minutos e em seguida filtrada sobre papel filtro Whatman n° 2, transferida
para um baldo de fundo redondo e o extrato foi rotaevaporado até remocéo total do

etanol.

Para avaliacdo do teor de Compostos Fendlicos e verificagdo de perdas
destes compostos, foi realizada a determinacdo destes compostos segundo o
método espectrofotométrico utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau descrito por
Singleton, Orthofer e Lamuela (1999), na amostra antes e apds o processo de
rotaevaporacdo. Uma aliquota de 0,5 mL do extrato diluido foi transferida para um
tubo de ensaio e adicionados em seguida 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau:
agua (1:10, v/v). A mistura foi agitada em vortex seguida de descanso a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds este periodo foram adicionados mais 2,0 mL de
carbonato de sddio (m/v), agitado novamente e guardado ao abrigo da luz, em
temperatura ambiente, durante 2 horas. Apds este periodo foi registrada a
absorbancia dos extratos a 740 nm em um espectrofotbmetro (Genesys 5,
Spectronic Instruments). Os resultados foram calculados com base em uma curva
padrdo de acido galico com concentracdes conhecidas (2,5 a 50 ug mL™") e foram
expressos em mg de acido galico (GAE). g de propolis. Esta analise foi necessaria
porque o calculo das quantidades de extratos que seriam adicionadas nas emulsdes
foi baseado no Teor de Compostos Fendlicos Totais do extrato apdés a

rotaevaporacgéao (R-215, Buchi).
4.2.2 ldentificagdao dos compostos fendlicos por LC-DAD-ES-MS

A identificacdo fendlica dos extratos foi procedida pela analise de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (LD-DAD-ESI-MS), descrita por Szliszka et
al., (2013). Previamente os extratos foram filtrados através de um filtro 0,22 ym
(Millipore) e uma aliquota de 10 pL foi injetada no cromatégrafo (Pominence,
Shimadzu) equipado com bombas LC-20AD, injetor SIL-20AC, forno de colunas
CTO-20A e detector DAD (SPD-M20A, Shimadzu); detector de massas (MicroTOF-
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QIl, Bruker Daltonics), equipado com fonte de electrospray. A coluna utilizada foi
Luna C18(2) (250 x 3 mm, 5 ym, Phenomenex). A fase movel utilizada foi acido
acético (99,9 / 0,1, v/v) (solvente A) e metanol (solvente B) com vazao constante de
0,5 mL / min. O gradiente inicial foi composto por 30% do solvente B até 70% de B
em 90 minutos, 90% de B em 100 minutos, 90% de B em 105 minutos, 30% de B em
107 minutos, 30% de B em 120. A coluna foi mantida a uma temperatura constante
de 40°C. No espectrobmetro de massas, o efluente do detector DAD foi dividido na
razao 1:10 (split 1:10), sendo uma parte (50 uL/min) dirigida ao espectrometro de
massas. A fonte de electrospray foi operada no modo negativo a 3000V. Outros
parametros: gas nebulizador (nitrogénio): 35 psi; gas secante (nitrogénio): 6 L/min a
220°C. A escala de massas do equipamento foi calibrada com solucao de acetato de

sodio.

4.2.3 Preparo das emulsdes para determinacgao da atividade antioxidante dos

extratos de prépolis

Para o preparo da emulsao de 6leo de linhaga em agua (o/w) foi seguido o
método descrito por Huang et al., (1996), com modificagdes. Foram definidos 8
tratamentos: T1 (controle sem adigdo de antioxidantes), T2 (emulsdo + TBHQ), T3
(emulsdo + BHT), T4 (emulsdo + BHA), TS (emulsdo + 50 mg/kg de extrato), T6
(emulsdo + 100 mg/kg de extrato), T7 (emulsdo + 150 mg/kg de extrato) e T8
(emulsdo + 200 mg/kg de extrato). A propor¢cdo dos componentes da emulsao foi:
oleo: agua destilada: Tween 20 (50% / 45% [/ 5%, v/viv). Em uma proveta foram
adicionados o 6leo e o Tween 20 e com auxilio de um Ultraturrax (T18 basic, IKA) a
solugdo foi homogeneizada a 2991 g durante 5 minutos sendo que a agua foi
colocada aos poucos para formacao e estabilizacdo da emulsdo. A emulsao foi
preparada da mesma forma, porém em cada emulsdo foram adicionadas as
quantidades estabelecidas de extrato ou dos antioxidantes conforme definido nos
tratamentos. A concentracdo testada para os antioxidantes sintéticos TBHQ, BHA e
BHT foi de 200 mg/kg de gordura, dose maxima permitida pela legislacéo brasileira
(BRASIL, 2005).

4.2.4 Teste acelerado de oxidagao
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Apds o preparo das emulsdes foi aplicado o Teste de Estufa (Schaal Oven
Test). As amostras foram preparadas em triplicata, acondicionadas em tubos de
ensaio e distribuidas aleatoriamente em estufa com circulacdo de ar (TE-394/I,
Tecnal). A temperatura estabelecida foi de 50°C, a fim de evitar a separagédo de
fases da emulséo, e a cada 24 horas, até completar 120 horas (5 dias), amostras
foram retiradas para a determinacdo do teor de hidroperdxidos e Absortividade na

Regiao do Ultravioleta.
4.2.5 Teor de hidroperoéxidos

Foi determinado a partir da absorbancia de ions férricos pelo método
espectrofotométrico segundo descrito por Shanta e Decker (1994), com
modificagdes. As solugdes utilizadas neste método foram: Solugdo 1: BaCl, (0,132
M) preparado com HCI (0,4 M). Solugdo 2: Fe*? (0,072 M) foi obtido a partir da
mistura (1:1, v/v) de FeSOy (0,144 M) e BaCl, (0,132 M). Solugdo 3: NH4SCN:Fe?*
(1:1, v/v) foi obtido a partir da mistura de NH4SCN (3,94 M) e Fe*? (0,072 M). Para as
analises, uma aliquota de 300 pyL da amostra foi colocada em um tubo de ensaio e
adicionado 1,5 mL da solugcéo de isooctano/ isopropanol (3:1, v/v). A mistura foi
agitada em vortex e 200 pL da solugao resultante foi adicionada a 2,8 mL da solugéo
de metanol/n-butanol (2:1, v/v) em outro tubo de ensaio. Ao final, 30 uL de
NH4SCN:Fe?* (1:1, v/v) foram adicionados ao tubo de ensaio e os mesmos agitados
em vortex e armazenados a temperatura ambiente por 20 minutos, ao abrigo da luz.
Apoés este periodo a absorbancia foi registrada a 510 nm em espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-1800). O teor de hidroperéxido foi calculado a partir de uma curva de
calibragdo de hidroperoxido de cumeno e os resultados expressos em mg

Equivalente de Hidroperéxido de Cumeno (CHP).kg™ 6leo e mmol.kg™" de dleo.
4.2.6 Determinagao de dienos pelo método Ch 5 - 91 (AOCS)

A absorbancia especifica no comprimento de onda de 232 nm foi determinada
segundo o método Ch 5-91 (AOCS, 2009). Os resultados foram expressos em
E'.m e calculado por meio da Equagdo E'*i;n= A/C, onde A = absorbancia no

comprimento de onda 232 nm e C = concentragdo da solugéo (g/100mL).

4.2.7 Avaliagao sensorial dos extratos de prépolis em emulsdo de 6leo de
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linhaca

A analise sensorial foi realizada utilizando os extratos nas concentragées mais
efetivas no retardo/inibicdo da reacdo de oxidacdo, comparando com o0s
antioxidantes sintéticos. A analise foi realizada em cabines individuais no laboratério
de Analise Sensorial do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da
ESALQ/USP, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil e somente a percep¢ao do odor de ranco

foi requerida como resposta.

A primeira etapa foi a selegcdo dos provadores. Para isso foi aplicado um
Teste Triangular (DUTCOSKY, 2013). Foi apresentada aos provadores uma amostra
de ¢6leo de linhaca oxidado a 50°C por 180 horas e duas amostras de 6leo de linhaga
nao oxidada, todas identificadas com numeros de trés digitos, com o intuito de
avaliar a capacidade do provador em perceber o odor de rangco e diferenciar as
amostras (Figura 11). A analise foi realizada sob luz vermelha, em copos de plastico

da cor preta.

TESTE TRIANGULAR SIMPLES

Nome: Data / /
Idade:

Duas amostras sao iguais e uma é diferente. Faga um circulo ao redor

da amostra diferente em cada caracteristica.

Caracteristica Numero das amostras
AROMA RANGO 635 982 147
COMENTARIOS:

Figura 11 - Modelo da ficha de analise sensorial aplicada na selegdo dos

provadores.
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O teste Triangular foi aplicado em triplicata, com 3 repeticbes para cada
provador, alterando a sequéncia numérica de identificacdo da amostra e a sequéncia
das mesmas, para assim selecionar somente os provadores que capazes de
distinguir o odor de rango. Foi considerado aprovado o provador que acertou pelo
menos 2 repeticdes. Apds a selecdo, foi aplicado o Teste de Escala nido estruturada
de 9 cm (DUTCOSKY, 2013), a fim de avaliar o poder discriminativo dos provadores
assim como verificar a repetibilidade das respostas e consenso da equipe. Neste
teste foram apresentadas aos provadores selecionados 4 amostras relativas aos
tratamentos: controle, TBHQ, BHA e prépolis. Juntamente com as amostras foram
apresentados dois padroes de comparagao, sendo um o 6leo de linhaca oxidado a
50°C por 180 horas e o outro o 6leo ndo oxidado. Isto para que o provador se
baseasse no padrdo com rango e sem rango. A segunda etapa também foi realizada
em cabines individuais no laboratério de Analise Sensorial do Departamento de
Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ/USP, sob luz vermelha, em copos de

plastico da cor preta, identificados com numeros de trés digitos (Figura 12).
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Nome: Data: / /

Vocé recebera 4 amostras, por favor avalie a intensidade do odor de
rango em cada uma delas. Para isto, coloque um trago vertical na escala
correspondente a cada amostra:

175 L i
[
Fraco
Forte
375 L |
[
Fraco
Forte
293 L |
|
Fraco
Forte
835 | |
[
Fraco
Forte
Comentarios:

Figura 12 - Modelo da ficha de andlise sensorial aplicada aos provadores

selecionados.
4.2.8 Analises estatisticas dos resultados

Todas as medi¢des foram procedidas em triplicata e os resultados expressos
como média £ desvio padrdo. Os dados foram submetidos a analise estatistica por
meio do software Statistica v.12 (STA SOFT. INC.; 2013) aplicando-se a andlise de
variancia (ANOVA). Para a comparacéo das médias, utilizou-se o teste de Tukey, ao

nivel de 5 % de probabilidade.
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Os resultados da andlise sensorial foram avaliados através do programa
Statistical Analysis System modelo 9.2 (SAS, 2005) e submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) para o teste F. O desvio padrédo das médias foi calculado e a
diferenca estatistica das médias, ao nivel de significAncia de 5% (p<0,05) foi

determinada pelo teste de Tukey.

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Analise da composicao fendlica e identificagcao por LC-DAD-ESI-MS

Com base no teor fendlico e na atividade antioxidante determinada pelo
método de ORAC, o extrato produzido na condigdo otimizada (70% etanol, 45°C e

20 min) teve sua composigao fendlica identificada por LC-DAD-ESI-MS.

Diversos estudos com propolis oriunda de diferentes partes do mundo
demonstraram que os componentes frequentemente encontrados sao acidos
carboxilicos aromaticos (cafeico, p-cumarico, 3,4-dimetoxicinamico e seus ésteres) e
flavonoides (quercetina, pinobanksina-5-metileter, apigenina, kaempferol, crisina,
pinocembrina, galangina, sakuranetina, entre outros) (ISLA et al., 2005; JASPRICA
et al.,, 2007; CHANG et al.,, 2008; YANG et al., 2011; ERDOGAN et al., 2011).
Entretanto, somente a propolis verde brasileira, que possui origem botanica na
planta Baccharis dracunculifolia possui em sua composicdo o Artepelin C,
considerado marcador quimico em potencial para o controle de qualidade deste tipo
de prépolis em especial (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002; KUMAZAWA et al.,
2004; PARK et al., 2004; FUNARI; FERRO, 2006).

Os compostos identificados nas amostras de prépolis foram: acido cafeico,
isdbmeros de acido cafeoilquinico, acido p-cumarico, isbmeros do acido
dicafeoilquinico, hesperitin, acido tricafeoilquinico, acido 3-prenilcinamico (drupanin),

Artepelin C e bacarina (Figura 13).
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Figura 13 - Cromatograma de UV em 290 nm obtido para amostra de extrato de
prépolis verde. Identificagdo dos compostos majoritarios. Pico 1: acido cafeico; Pico
2: isbmero de acido cafeoilquinico; Pico 3: isbmero de acido cafeoilquinico; Pico 4:
acido p-cumarico; Pico 5: isdmero do acido dicafeoilquinico; Pico 6: isbmero do
acido dicafeoilquinico; Pico 7: n&o identificado; Pico 8: hesperitin; Pico 9: acido
tricafeoilquinico; Pico 10: &cido 3-prenilcinamico (drupanin); Pico 11: Né&o
identificado; Pico 12: Artepelin C; Pico 13: bacarina.

Fujimoto, Nakamura e Matsuka (2001) analisam diversas amostras de
prépolis de todo o mundo por UV e HPLC e classificados a propolis em dois grandes
grupos de acordo com a diferenga de seus componentes: um é o grupo brasileiro
(Baccharis), e o outro o grupo europeu (alamo). Os autores afirmam que a prépolis
brasileira é rica em derivados do acido p-cumarico, podendo somente ser
encontrada no Brasil. Funari e Ferro (2006) analisaram amostras de propolis
coletadas em Cabreuva, Sdo Paulo, e identificaram os fendlicos p-cumarico e
Artepelin C. Chang et al., (2008) identificaram o acido p-cumarico e o Artepelin C em
amostras de prépolis verde oriundas de Minas Gerais. Park et al., (2004) também

identificaram estes dois fendlicos em amostras oriundas da regiao sudeste do Brasil.

4.3.2 Determinagao do teor de Compostos Fendlicos Totais

A adicao dos extratos nas emulsdes teve como base o teor de Compostos
Fendlicos Totais determinados por meio do reagente de Folin-Ciocalteau uma vez
que a propolis € um produto de origem natural que apresenta variagbes nas
concentragcdes dos seus compostos antioxidantes de acordo com sazonalidade, local

de coleta, flora da regido e espécie de abelha (MARCUCCI, 1995). Assim, o calculo
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a partir do teor de fendlicos torna o experimento mais confiavel do que quando os
resultados sdo em expressos em grama de prépolis, uma vez que estes compostos
sofrem diversas influéncias externas interferindo na sua quantidade final. Apds o
preparo do extrato foi procedida a rotaevaporacédo a fim de verificar se ocorreram
mudangas no seu teor. Assim logo apos o preparo o Teor de Fendlicos Totais
determinado foi de 3,5 mg GAE. mL™ de extrato e apds a rotaevaporagdo o teor
encontrado foi 7,5 mg GAE. mL™" de extrato. Logo, as doses de 50 — 100 — 150 e 200
mg/kg foram calculadas a partir dos 7,5 mg GAE. mL™" de extrato, considerando a

quantidade de dleo de linhaga dourada utilizada no preparo das emulsodes.
4.3.3 Teste acelerado de oxidagao

A determinacao do grau de oxidagdo da amostra no inicio do processo oxidativo
€ importante porque ocorre uma variagdao do nivel destes compostos ao longo do
tempo (BERSET; CUVELIER, 1996). A determinagao do teor de peréxidos pode ser
realizada por meio de diversos métodos, como o método iodométrico de Lea,
método colorimétrico, método do oxigénio ativo, calorimetria diferencial ou
quimiluminescéncia (SILVA; BORGES, FERREIRA, 1999). No presente trabalho foi
determinado por colorimetria, a partir da oxidagao dos ions férricos e determinada
em espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 510 nm. A maior vantagem da
determinacgao pelo método espectrofotométrico € que n&o sdo necessarias grandes
quantidades de amostra, além de ser mais sensivel (SHANTA; DECKER, 1994). Os
resultados foram expressos em mmol. Kg™' 6leo e mg CHP. Kg™' 6leo para facilitar a

comparagao com outros estudos encontrados na literatura.

Apods 120h de oxidagao acelerada (Tabela 28), os maiores valores encontrados
foram 153,7 e 141,8 mg CHP. Kg"' 6leo para os tratamentos BHT e propolis 50
mg/kg, respectivamente. Nos tratamentos controle, BHA, prépolis 150 mg/kg e
prépolis 200 mg/kg foi possivel observar que apdés o dia 4 (96 horas), houve redugao
nos valores, possivelmente pelo fato de que o hidroperéxido € um composto primario
da oxidagdo que com o passar do tempo se decompde, como ja afirmado por Berset
e Cuvelier (1994). De Camargo et al., (2016) encontrou valores de 120 mg CHP. Kg™
0leo em 6leo de amendoim apds 9 meses de estocagem, resultado bem proximo ao

encontrado neste estudo apdés 120 horas de estufa, demonstrando que o Schaal
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Oven Test é eficiente na aceleracdo da reacdo de oxidagcao reduzindo o tempo de

analise em relagdo a uma estocagem convencional.

Tabela 28 — Hidroperdxidos (mg CHP. Kg™' 6leo) de emulsées de 6leo de linhaca

durante ensaio acelerado de oxidagao.

Peroxido Espectrofotométrico mg CHP. Kg'1 dleo*

Tempo TRATAMENTOS

0 204:09Acd 13,2\20,5 36,620,1A 21,/2_3\;:)0,8 27,2;?,5A 32,9;;),7A 35,521,7A 38,020,7A
24 32,0:0,2Ab 31,3?)118 39,5:d0,0A 32,g§0,5 24,620,5A 35,8;(’;’:,1A 35,7;(?,5A 43,431,45
48 71440280 46,821,8 64,6i3,0C 61,((3;2,9 51,120,33 50,620,58 GO,SEO,SB 63,6:;)0,2C
72 104,00.3Ce 53,E2)E1,4 58,0Eo,8B 98,321,0 80,0;7,70 73,1E2,4C 81,0E1,oc 75,3;2,00
96 70.2:0,8Ba 73,223,3 145,[1);;1,4 97,[2;1,2 10833:0,7 11435;0,8 1083:1,8 122,F1;o,7
120 101.750.3Cc 88,;?’1,4 153,E7f¢0,6 63,820,0 141é3:1,7 116|,:)7;1,7 62,921,68 115,Eo;o,9

*Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna ou da mesma minuscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Donnelly, Decker e McClements (1998), encontraram valores de 1,4 mmol
peréxido. Kg”' déleo em emulsdes preparados com 6leo de menhaden, também
submetidas a oxidagao acelerada. Este valor esta acima do encontrado no presente
estudo, no qual o valor mais elevado foi equivalente a 0,261 e 0,241 mmol peréxido.
Kg™' 6leo (Tabela 29).

Tabela 29 — Teor de hidroperoxidos, expresso em mmol. Kg™ éleo, de emulsées de

oleo de linhaga durante ensaio acelerado de oxidagao.

Peréxido Espectrofotométrico mmol peréxido. Kg'1 dleo*

Te("r:)lw TRATAMENTOS
50 100 150 200
CONTROLE TBHQ BHT BHA malkg malkg molkg malkg
0 0,049tAa  0,022+tAa 0061+Aa 0,036tAa 0,045:Aa  0,055tAa  0,059+Aa  0,064+Aa
24 0,053+Aa 0'05:1"\"’ 0,066+Aa 0'05;‘*Ab 0043tAa  0,060:Aa 0,060+Aa  0,073#Aa
0,078+Bc

48 0.121+Ba a 0,109+Aa 0,104+Bca 0,086+tAba 0,085tAba 0,102+tAba 0,107+Aba
72 0,176+Cb 0'0821'8" 0,098+Aa 0'16;*De 0'135bi'B°a 0,124+Bab 0'137;803 0,127+Bab
96  0,155+Bcab 0'1221'00' 0,247+Bd 0,214+Ecd 0,184+Cbc 0'195;0"’" 0,183+Cbc O’ZOZiCbC
120  0,224+Dcd 0'158*Da 0.261+Bd 0'142*00' 0.241tDcd  0,198+Cbc  0,106+Aba  0,195+Chbc

*Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna ou da mesma minudscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
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4.3.4 Dienos conjugados

No processo de oxidagdo do oOleo de linhaga, rico em acidos graxos poli-
insaturados, apds a formacéo de hidroperdxidos ocorre o deslocamento das duplas
ligacbes com a formagédo de dienos conjugados, que no caso do 6leo de linhaga
podem ser considerados compostos secundarios da oxidacao lipidica (JADHAV et
al.,, 1996). A determinagdo destes compostos é considerada um bom indicador
analitico de alteragdo oxidativa em Oleos e gorduras submetidos a altas
temperaturas  (FARHOOSH; TAVAKOLI, 2008). Os valores de dienos foram
expressos como coeficiente de extingdo ou absorbancia especifica E'”4m
(absortividade de uma solugdo de matéria graxa a 1% no solvente prescrito, em

célula com passagem o6tica de 1cm).

Observando os resultados apresentados na Tabela 30, foi possivel
depreender que o teor de dienos se manteve baixo e bem préximo para todos os
tratamentos até as 72 horas. Apds este periodo observou-se um aumento nos
valores, provavelmente porque como ja observado nos resultados de peréxido, apos
o dia 4 (72 horas) o teor de peroxidos apresentou redugéo, sendo sua decomposigao
associada a formagcao dos dienos. Também foi possivel observar os valores de
dienos também sao instaveis com o decorrer do tempo em altas temperaturas,
sendo possivel correlacionar os valores de perdxidos com a absortividade, como ja
observado em outros estudos (SHAHIDI; WANASUNDARA; BRUNET, 1994;
AUGUSTO-OBARA et al., 2017).
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Tabela 30 - Absortividade no UV 232nm das emulsdes submetidas a oxidagao

acelerada.
UV 232nm*
Tempo TRATAMENTOS
(h) 50 100 150 200
CONTROLE TBHQ BHT BHA malkg malkg malkg malka
2112002 2,26t0.01 2.10%0,00
0 2,0610,00Aa 2110 - a0 21610,08Bbc  2,1340,02Bbc 2,270,008 2,17+0,01Ac
24  210:0.03ABa  2,20£0,00 2,1320,02 2,12£0,00 , 1/, 00Bbe  2,06:0,01Aa  2,23:0,01Bd  2,24%0,01Bd
b Bcd Ab Aab
48  2.15:0,01Bb 2'0%2'00 2*1%)'00 222;2’01 2,06:0,00Aa  2,25:0,01Cc  2,14+0,00Ab 2,34%0,01Cd
2.25:0,01Ccd  2,19:0,00 2,28+0,00 2,24%0,01 2,11+0,01AB 2,22+¢0,00Bb 2,280,078
72 e Bbc Bde Bcde a 2,1820,01Bb cd Ce
96 256100006 2251001 2721001 251:0,01 245800000 a0 0 0in o aqu000ce 251200200
Ba Df Cde d e
120  3,32+0,01Efg 3'29519'06 2*5%3'01 3’37;?’01 2,65:0,01Db  2,78+0,01Ec  3,09:0,02De  2,88+0,00Ed

*Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna ou da mesma minudscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

4.3.5 Avaliagao sensorial das emulsées

A andlise sensorial é considerada a mais segura de todas as analises para
determinacao de oxidacao lipidica, isto porque ela avalia a percepgao do consumidor
traduzindo suas respostas quanto a aceitagao relativa do produto analisado (SILVA;
BORGES; FERREIRA, 1999). Os hidroperoxidos, produtos primarios da reagao de
oxidagdo, sao inodoros, insipidos e ndo prejudicam as propriedades sensoriais da
emulsado, porém quando sao formados os produtos secundarios e terciarios ha uma

forte influéncia nos resultados desta analise (HENICK et al.,1954).

Partindo dos resultados do ensaio acelerado de oxidagao, foi definido que a
melhor concentragdo de extrato de prépolis foi de 100 mg/kg, que apresentou o
maior efeito protetor. O objetivo desta andlise foi determinar a percepgdo dos
provadores em relagcdo a presenca do odor de ranco. Para isso, foram aplicados
testes de diferenca a fim de selecionar e minimizar os efeitos das opinides dos
individuos e, em seguida, o teste de escala indicando a intensidade do odor de
ranco das amostras testadas. Na primeira etapa da sensorial foram selecionados 18
provadores e ao final, apenas 11 se demonstraram capazes de reconhecer o odor

de ranco e diferencia-lo entre as amostras.

ApoOs a selecao dos provadores capazes de detectar o odor de ranco, foi

procedida a analise para identificacdo do escore de rango de cada amostra, ou seja,
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qual amostra apresentava o odor de rango mais forte ou mais fraco, em comparagao
com os padrdes (Tabela 31). Somente foram analisadas as amostras nos tempos 0,
48 e 120 horas de estufa, para que assim nao fosse avaliado um numero grande de

amostras sobrecarregando e podendo confundir o provador no momento da analise.

Tabela 31 - Escore do odor de rango nas emulsdes avaliadas por provadores

selecionados.

TRATAMENTOS*
Tempo (h) Controle TBHQ BHA Propolis 100 mg/kg
0 4,8+0,64Ac 3,9£0,93Aab 4,3+1,45ABb 3,5¢1,10Ba
48 6,50,86Bc 4,9+0,86Bb 4,8+1,16Bb 1,140,74Aa
120 6,8+1,64Bd 4,9+0,86Bc 3,7+0,96Ab 1,1£0,78Aa

*Médias seguidas da mesma letra mailscula na coluna ou da mesma minuscula na linha nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O tratamento controle apresentou os maiores escores de ranco em relagao
aos tratamentos em todos os tempos avaliados. Entre o TBHQ e BHA nao foi
possivel identificar diferenca significativa no escore, uma vez que os provadores
identificaram que os dois tratamentos apresentaram odores semelhantes. Este
padrdo de resposta ja era esperado, uma vez que o tratamento controle apresentou
0s maiores valores de peroxidos e dienos conjugados e os antioxidantes sintéticos
ndo demonstraram diferengas significativas para tais resultados. Entretanto no
tempo 48 horas e 120 horas, o tratamento adicionado de extrato de proépolis
apresentou os menores escores de rango, isto porque segundo os provadores o

odor de propolis era presente e mascarou o odor de ranco.

44 Conclusoes

Na determinagao da oxidacao lipidica, foi observado que doses acima de 100
mg/kg apresentaram efeito protetor semelhante. O antioxidante TBHQ manteve a
emulsdo com o menor grau oxidativo, entretanto os valores ficaram bem proximos
aos apresentados no tratamento prépolis, o que indica que o extrato apresentou um
significativo efeito protetor quando comparada a um antioxidante sintético. A analise
sensorial foi uma importante ferramenta para traduzir o odor de ranco em aceitagao
dos provadores e, por meio das respostas, foi observado que o tratamento com

propolis, apesar de nao ter apresentado os menores teores de hidroperdxidos e
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dienos conjugados, foi considerado o tratamento mais preferido devido ao odor de

prépolis considerado agradavel, que mascarou significativamente o odor de rango.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Baseado nos resultados obtidos na primeira etapa do presente estudo, foi
possivel concluir que a sazonalidade interfere diretamente nos compostos bioativos
da propolis verde, sendo que a amostra coletada no inverno apresentou um teor de

fendlicos e atividade antioxidante maior que as demais.

A ferramenta MSR foi essencial para a produgao de extratos com elevada
atividade antioxidante e antimicrobiana. A maioria dos trabalhos publicados na area
sugere o uso de maiores concentragbes de etanol. No presente estudo foi possivel
concluir que o uso de solugdes com 70% para producdo de extratos permite a

obtencao de um produto com alta atividade antioxidante.

Por fim, as diferentes técnicas cromatograficas foram essenciais para
identificacdo e quantificagdo dos compostos bioativos da propolis verde, uma vez
que somente uma nao foi suficiente para identificacdo de todos. Sendo assim, foi
possivel observar que houve a influéncia da sazonalidade, porém os compostos

foram identificados em todas as coletas, diferindo apenas na sua concentragao.

Na segunda etapa, a moagem superfina se mostrou eficiente como etapa de
preparo da amostra para extracdo de compostos ativos, permitindo a obtencao de
extratos com um conteudo muito elevado de compostos fendlicos e alta atividade
antioxidante. Entretanto apesar destes beneficios, ndo foi observada uma maior
atividade antifungica dos mesmos. Apesar disto, a moagem superfina ainda pode ser
considerada uma técnica aliada para a produgao de extratos altamente antioxidantes

visando uma aplicagcao em produtos farmacéuticos ou como aditivo alimentar.

Na terceira etapa foi possivel observar que o extrato de propolis produzido na
condigdo otimizada apresentou elevado teor fendlicos juntamente com elevada
atividade antioxidante determinada por meio de diferentes analises, assim como um
significativo efeito contra as bactérias L. monocytogenes e S. aureus. Apesar de néao
ter sido eficaz frente a bactéria E. coli, ainda assim apresenta potencial para ser
utilizado como agente protetor contra microrganismos patogénicos. Ja a efetividade

do extrato frente aos fungos R. stolonifer e B. cinerea sugere que 0 mesmo possa
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ser utilizado como uma alternativa antifungica aos compostos sintéticos, além de

uma possivel aplicagdo como pelicula para a protecéo de frutas, por exemplo.

Na ultima etapa do projeto, com as analises de oxidacéao, foi possivel identificar
efeito protetor do extrato de propolis em um sistema emulsionado, mais eficiente que
o BHA. Finalmente, a analise sensorial foi extremamente importante, uma vez que a
maior dificuldade de aplicacdo da prépolis em alimentos € devido seu forte odor, e
nesta analise foi demonstrado que na concentracdo testada sua adicdo foi

considerada agradavel de acordo com as respostas dos provadores

Portanto, o extrato de propolis verde apresentou bons resultados nas analises in
vitro e sensorial, e apesar da dificuldade em padronizacdo da amostra, a prépolis
verde € um material promissor, que contém compostos bioativos importantes com
beneficios reais tanto para a saude quanto quando utilizada como um aditivo. Porém
€ importante ressaltar que ainda sao necessarios estudos posteriores para
determinacao da atividade e modo de acdo dos compostos da propolis de forma

isolada.





