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RESUMO: A prépolis é formada por material resinoso e balsamico. E empregada pela humanidade para
fins terapéuticos, pois possui acdo anti-inflamatoria, antibacteriana e antioxidante. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o padrdo de identidade e qualidade de quatro extratos hidroglicélicos de prdpolis produzidos
com propilenoglicol e agua, por meio de analises sensoriais (aroma, cor, sabor e aspecto) e fisico-quimicas
(extrato seco, cera, flavonoides, compostos fendlicos, atividade de oxidagdo, espectro de absor¢cdo UV-Vis,
acetato de chumbo e hidréxido de sédio), bem como avaliar potencial antibacteriano dos extratos contra
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia. Os
resultados obtidos foram comparados ao da Legislacdo Brasileira vigente referente aos extratos
hidroalcodlicos e alcodlicos. Nenhuma das amostras analisadas atendeu todos os requisitos, tanto os
sensoriais como os fisico-quimicos estabelecidos. Entretanto todas as amostras apresentaram atividade
antibacteriana sobre as cepas utilizadas. Os resultados indicam que os extratos hidroglicélicos de propolis
apresentam um padrao de identidade e qualidade diferente do que é estabelecido para extratos de prdpolis
hidroalcodlicos e alcodlicos. Os extratos hidroglicélicos de propolis promoveram inibi¢do do crescimento
das bactérias gram-positivas e gram-negativas testadas. Mais estudos devem ser conduzidos para avaliar o
potencial terapéutico dos extratos hidroglicélicos de propolis.

Palavras-chave: padrdo de qualidade; atividade antibacteriana; propilenoglicol.

ABSTRACT: Propolis is formed by resinous and balsamic material. It is used by humanity for therapeutic
purposes, as it has anti-inflammatory, antibacterial and antioxidant action. The objective of this research
was to evaluate the identity and quality standard of four hydro glycolic extracts of propolis applied with
propylene glycol and water, through sensory (aroma, color, flavor and appearance) and physical chemical
analyzes (dry extract, wax, flavonoids, phenolics compounds, oxidation activity, UV-Vis absorption
spectrum, lead acetate and sodium hydroxide), as well as to estimate the antibacterial potential of the
extracts against strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Burkholderia cepacia. The results obtained were compared with the current Brazilian legislation regarding
hydroalcoholic and alcoholic extracts. None of the analyzed analyzes met all requirements, both the sensors
and the chemicals used. However, all samples showed antibacterial activity on the strains used. The results
show that the propolis hydro glycolic extracts present a different identity and quality standard than that
established for hydroalcoholic and alcoholic propolis extracts. Hydro glycolic extracts of propolis promote
the inhibition of the growth of gram-positive and gram-negative bacteria. Further studies should be
conducted to assess the therapeutic potential of hydro glycolic extracts of propolis.

Keywords: quality standard; antibacterial activity; propylene glycol.
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1.INTRODUCAO

O nome propolis € derivado do grego pro (em defesa) e polis (cidade), significando
entdo, em defesa da cidade, no caso, a colmeia®. E utilizada pelas abelhas para revestir as
paredes da colmeia, reforcar os favos, encher as fissuras, manter a temperatura ideal e
restringir a entrada de estranhos. Além disso, também serve como protecdo contra
microrganismos e insetos, sendo considerado um desinfetante do interior da colmeia e dos
alvéolos, mantendo-os assépticos para a postura da abelha rainha. E um antibiético natural,
evitando infeccBes e epidemias entre as abelhas®. Ha tempos que a propolis vem sendo
utilizada na medicina popular. Ha registros que 0s egipcios, 0s gregos e 0s romanos ja
utilizavam-na ha mais de 5000 anos com mdltiplas finalidades®.

A prépolis € uma mistura complexa, formada por material resinoso e balsamico
coletado pelas abelhas (Apis mellifera L.) dos ramos, flores, polen, brotos e exsudados de
arvores. Nas colmeias, as abelhas produzem a prépolis com auxilio de enzimas e secrecdes
salivares”. Sua composicio € determinada principalmente pelas caracteristicas
fitogeograficas existentes ao redor da colmeia®, entretanto, a sazonalidade de uma mesma
localidade pode causar a variacio de sua composic&o®.

Para que a propolis possa ser utilizada, seja em uso medicinal ou como um alimento,
seus constituintes soltveis devem ser extraidos com o uso de um solvente adequado. Existem
varios tipos de solventes que podem ser utilizados nessa extracdo e a escolha depende das
substancias que se deseja extrair. A prépolis bruta contém substancias soltveis em éleo, em
agua e as que sdo sollveis tanto em 6leo quanto em agua®.

A prépolis possui uma ampla aplicacdo medicinal, com propriedades anti-
inflamatorias que foram descritas principalmente contra doengas do sistema muscular,
infeccBes, reumatismo e torcdes. E utilizada dermatologicamente na cicatrizagdo de
ferimentos, na regeneracdo de tecidos, no tratamento de queimaduras e em dermatites. Na
odontologia é empregada na lavagem bucal para o tratamento de gengivites, quelite e na pds-
extracio dentéria. A substancia apresenta propriedades antissépticas e adstringentes®.

A Instrugdo Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001, do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA)® estabelece o regulamento de identidade e qualidade do
extrato de propolis, soliveis em solucdo hidroalcoolica, alcool e agua. O presente trabalho
tem por objetivo realizar as analises determinadas pela Legislacdo Brasileira e estabelecer a

identidade e os requisitos minimos de qualidade de diferentes extratos hidroglicdlicos de
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prépolis produzidos utilizando propilenoglicol e agua, avaliando o potencial antibacteriano

destes extratos.

2.MATERIAL E METODOS

As amostras de extratos de propolis foram produzidas pela TOHO - Laboratério
Industrial de Cosméticos e Alimentos Nutricionais Ltda. — por meio do processo de
maceracdo a frio e micro-centrifugacdo em filtro de poliéster. Foi utilizada uma solucéo de
propilenoglicol a 4% em agua purificada como liquido extrator. Foram fornecidas quatro
amostras de 250 mL de diferentes extratos hidroglicolicos de prépolis, produzidos com
amostras provenientes de diferentes locais dos estados do Parand e de Santa Catarina. Os
extratos de prépolis foram identificados como A, B, C, e D. Os extratos A e B foram
preparados com prépolis verde com predominancia de Alecrim (Baccharis dracunculifolia) e
os extratos C e D foram preparados com propolis com predomindncia de Araucéria

(Araucaria angustifolia).

2.1. REQUISITOS SENSORIAIS

Foram observadas e anotadas caracteristicas sensoriais como o0 aroma, a cor, o sabor e
0 aspecto das amostras analisadas. As analises dos requisitos sensoriais foram realizadas por 3
avaliadores e os resultados foram comparados com as especificacfes presentes na Instrucdo
Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

2.2. REQUISITOS FiSICO-QUIMICOS

Para a avaliacdo do padrdo de identidade e qualidade do extrato de propolis, a
Instrucdo Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) determina que sejam realizados ensaios fisico-quimicos quantitativos
como: extrato seco, teor de cera, determinacdo de flavonoides e compostos fendlicos; e
ensaios qualitativos como: teste de oxidacdo, espectro de absorcdo na regido do UV-visivel,

teste de acetato de chumbo e teste de hidréxido de sodio.

EXTRATO SECO
Inicialmente placas de Petri permaneceram em estufa a 105°C por 1 hora. Depois, as

placas foram transferidas para um dessecador até resfriamento. O peso de cada placa foi
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determinado em balanca analitica. Em cada placa de Petri foi adicionado 10 mL de cada
amostra e verificado o peso. O conjunto (placa de Petri e extrato) foi colocado em estufa a
105°C até peso constante. Em seguida, as placas foram transferidas para um dessecador e apos
o resfriamento foram pesadas novamente. O resultado foi expresso em percentual (% m/v). As

andlises foram realizadas em triplicata®®.

TEOR DE CERA

A quantidade de 10g de cada amostra foi mantida a uma temperatura de 4°C, por 8
horas. Apos este periodo, foram retirados 5 g de cada amostra (P1) colocados em um béquer e
filtrados em papel filtro previamente seco em estufa (2 horas a 105°C) (P2). Em seguida, 0
béquer e o papel filtro foram lavados com 5 mL de alcool etilico refrigerado, por trés vezes.
Depois de filtrado, o papel filtro foi seco em temperatura ambiente por 12 horas, sendo
posteriormente colocado em estufa a 50°C por 15 minutos. Apos o papel filtro ser retirado da
estufa, foi colocado em dessecador e pesado (P3). A determinacdo do teor de cera de cada

amostra foi dada pela seguinte formula?: Cera (%) = P3 - P2 x 100 x P1.

FLAVONOIDES

O conteudo total de flavonoides de cada amostra foi determinado a partir de 2 mL de
cloreto de aluminio 2% (m/v) em metanol, misturado com 2 mL dos extratos hidroglicélicos
de propolis. Em um espectrofotdmetro a absorbancia foi medida em 425 nm, apds 10 minutos
contra um branco. Uma curva analitica foi preparada com quercetina com concentrac@es entre
5 e 50 ug/mL utilizando o mesmo procedimento 2. A equacio da reta obtida foi utilizada
para a determinacdo da concentragdo de flavonoides. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

COMPOSTOS FENOLICOS

Para o doseamento dos compostos fendlicos das amostras, foi utilizado o reativo de
Folin-Ciocalteau. Desta forma foi preparada uma curva analitica a partir de uma solucéo de
acido galico utilizando concentracdes entre 25 e 600 pg/mL. Para cada tubo, adicionou-se
200uL de reativo de Folin-Ciocalteau, 160uL da solucéo de acido galico e 3,6 mL de agua
destilada, em seguida foi realizada agitacdo e esperou-se 3 minutos. Entdo, adicionou-se 0,4
mL de solugéo de carbonato de sddio 35% em cada tubo. Os tubos foram novamente agitados
e deixados em repouso durante 60 minutos. O mesmo procedimento foi realizado com as

amostras de extratos hidroglicdlicos de propolis. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
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a 760 nm, contra um branco. Com os resultados das absorbancias do acido galico foi
determinada a equacdo da reta que foi utilizada para a determinacdo da concentracdo de
compostos fendlicos das amostras de extratos hidroglicélicos de propolis*®. Os ensaios foram

realizados em triplicata.

ATIVIDADE DE OXIDACAO

Em um béquer de 100 mL foi preparada para cada amostra, uma solu¢do com 2 mL da
amostra e 48mL de agua destilada. Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL dessa
solucdo, 0,5mL de &gua destilada e 1 mL de &cido sulfdrico 20%. Ap6s a mistura e
resfriamento, adicionou-se 50uL de permanganato de potassio 0,1 N. Foi observado o tempo
para o desaparecimento da cor vermelha contra um fundo branco®Y. Os ensaios foram

realizados em duplicata.

ESPECTRO DE ABSORCAO NA REGIAO DO UV-VIS

O extrato de propolis deve apresentar picos caracteristicos das principais classes de
flavonoides entre 200 e 400 nm. Para isso, diluiu-se cada amostra na proporc¢ao 1:1000, com
propilenoglicol. As amostras diluidas foram submetidas & determinacdo do espectro de
absorcdo com espectrofotdometro UV. O resultado foi considerado positivo quando a amostra

apresentou um ou mais picos entre 250 a 350nm©4),

TESTE DE ACETATO DE CHUMBO

Foi adicionado 1mL de cada amostra em um tubo de ensaio contendo 10mL de acetato
de chumbo a 10%. A solucdo foi agitada e mantida em repouso por um periodo de 3 minutos.
Foi considerado como positivo 0 aparecimento de precipitados amarelos homogéneos no
fundo do tubo®V,

TESTE DE HIDROXIDO DE SODIO

Foi adicionado 1mL de cada amostra em tubo de ensaio contendo 10mL de hidroxido
de sodio a 50%. A solucdo foi agitada e mantida em repouso por um periodo de 3 minutos.
Foi considerado como positivo 0 aparecimento de precipitados brancos homogéneos em

suspens&o no tubo®y.
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2.3. ANALISE ANTIBACTERIANA

A analise da atividade antibacteriana foi realizada mediante o método de perfuracéo
em &gar, baseado no Método de Fleming da escavacdo em valeta. Essa técnica de avaliacdo
antibacteriana consiste na remocdo de uma tira de agar em formato cilindrico, de modo a
formar um poco, e nele é empregado o material de andlise, neste caso, 0s extratos
hidroglicélicos de propolis (100 pL)®,

Inicialmente as cepas de Staphylococcus aureus (NEWP 0023), Escherichia coli
(NEWP 0022), Pseudomonas aeruginosa (NEWP 0053) e Burkholderia cepacia (NEWP
0059), foram replicadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 35°C por 24
horas. Apds esse periodo, foram semeadas em agar Mueller-Hinton e novamente incubadas a
35°C por 24 horas.

Preparou-se uma suspensao em 2mL de salina estéril comparando com a turbidez do
tubo ndmero 0,5 da escala Mcfarland. Um swab estéril foi mergulhado na suspensao
bacteriana, para retirar o excesso de liquido, pressionou-se o0 swab contra as paredes do tubo.
Entdo, ele foi esfregado na superficie de cada placa de Petri contendo o meio agar Mueller-
Hinton em vérias direcdes. Em seguida, foram feitas as perfuracdes no agar e nelas foram
adicionadas 100uL das amostras de extratos hidroglicélicos de propolis. As placas foram
incubadas invertidas na estufa a 35°C por 24 horas. Passado este periodo, as placas foram
retiradas da estufa e foram medidos os halos de inibicdo. Trés controles foram realizados: o
controle positivo de inibigdo (com o antibidtico gentamicina), controle do solvente utilizado
para a producdo dos extratos de prépolis e controle de esterilidade do meio, em que duas
placas foram incubadas nas mesmas condi¢cdes do ensaio. O teste foi realizado em

duplicata®®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
REQUISITOS SENSORIAIS

Na tabela 1, pode-se observar os resultados das caracteristicas sensoriais das quatro
amostras de extratos hidroglicolicos de propolis analisadas.

Todas as amostras apresentaram aroma caracteristico de préopolis, que podem variar de
acordo com a origem botanica®, sendo a amostra A mais frutada, a amostra C mais adocicada
e a amostra D mais amadeirada e picante.

As amostras A, B e D apresentaram coloracdo &mbar de diferentes intensidades, ja a

amostra C apresentou uma cor ambar mais avermelhada. A caracteristica da origem boténica
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influencia na coloracdo do extrato de propolis que pode ser em tons de ambar, avermelhada
ou esverdeada®.

Em relacdo ao sabor, todas as amostras apresentaram sabores caracteristicos de extrato
de prdpolis, com algumas variacbes em relacdo a intensidade do sabor, a picancia e o
amargor.

No estudo de Funari®”, os exames organolépticos frente a trés amostras de propolis
coletadas em apiario localizado no municipio de Cabretva (SP) constataram que as amostras
apresentaram aroma resinoso e balsamico, cor esverdeada e sabor picante acentuado. O exame
organoléptico da propolis merece atengdo, pois pode indicar o caminho analitico a se seguir
ou até mesmo permitir deducdes prévias de algumas caracteristicas fisico-quimicas da
amostra. O mesmo autor afirma que, por exemplo, a prépolis esverdeada (chamada green
propolis), tipica de algumas localidades da regido sudeste do Brasil, € a mais bem cotada no
mercado internacional, sugerindo que h& uma relacdo entre sua cor e sua composi¢do quimica,
rica em acidos fendlicos. Desta forma, uma boa analise organoléptica depende muito de sua
fonte boténica. Os resultados encontrados pelo presente estudo sugerem que 0s extratos de
propolis analisados séo de boa qualidade em relacdo aos requisitos sensoriais, pois atendem a
maioria das exigéncias, quanto a isso, do MAPA.

O aspecto de todas as amostras ficou diferente do padrdo estabelecido pela Legislacdo
Brasileira® para extratos hidroalcéolicos, que preconiza que 0s extratos devem apresentar-se
como um liquido limpido e homogéneo, esse resultado pode ter interferéncia direta do liquido

extrator utilizado, no caso, o propilenoglicol.

Tabela 1 — Resultados das anélises sensoriais.

AMOSTRA AROMA COR SABOR ASPECTO
A Caracteristico/ Ambar Caracteristico/ Turvo/com
frutado ++ picante precipitado
B Caracteristico Ambar Caracteristico/ Turvo/com
+ suave/picante precipitado
C Caracteristico/ Ambar Caracteristico/ Turvo/com
adocicado avermelhado amargo/forte/ precipitado
+++ picante/

amadeirado

D Caracteristico/ Ambar Caracteristico/ Turvo/com

Cad. da Esc. de Saude, Curitiba, V.20 N.1: 29-48 35



* Cadernos da Escola de Saude

UNIBRASIL

CENTRO UNIVERSITARIO

amadeirado/ + forte/amargo precipitado
picante picante/amadeirado
Caracteristico de Variada, Caracteristico, Liquido
Especificacdes prépolis, dependendo de suave limpido
MAPA dependendo da da origem e da a forte, e
(2001) origem botéanica concentracao amargo homogéneo
(balsdmico e resinoso) (tons de ambar, e picante
avermelhada e
esverdeada)

Legenda: (+) cor ambar claro, (++) cor ambar, (+++) cor ambar escuro

Fonte: Os autores.

REQUISITOS FISICO-QUIMICOS

Na tabela 2 demonstram-se os resultados das analises fisico-quimicas das quatro
amostras de extratos hidroglicolicos de propolis analisadas.

Das amostras analisadas em relacdo ao teor de extrato seco, apenas a amostra D
apresenta teor de solidos acima de 11%. Soares et al.*® analisaram amostras que também
ficaram abaixo dos valores exigidos pela Legislagcdo, encontrando resultados inferiores a 10%.
Ja Gonsales et al. ® encontraram valores de extrato seco, para amostras de extrato alcoolico
de propolis do estado de Séo Paulo, variando entre 8,05% a 16,87%. Em estudo de Souza et
al. @ foram constatados valores na faixa de 9,6% a 17,1% para amostras da cidade de
Botucatu (SP), levando em consideracdo as estacGes do ano e as diferentes técnicas de
producéo utilizadas. Segundo o mesmo estudo®?, a prépolis produzida no verdo tende a
apresentar maior porcentagem de extrato seco em comparagdo com as demais estagfes do
ano. E a partir da concentracio de 11% (m/v) de extrato seco que os extratos de alcoolicos e
hidroalcoolicos de prdpolis possuem acao antibacteriana, fato pelo qual o MAPA recomenda a
comercializacio de extratos com no minimo esse valor®V,

O teor de cera em todas as amostras ultrapassou o limite maximo estabelecido de 1%
em relacdo ao extrato seco. Woisky®? obteve resultados das amostras provenientes do estado
de Sdo Paulo e de Santa Catarina que possuiam 7,82% e 6,79% de teor de cera,
respectivamente. Gregorio®® obteve resultados de teor de cera da cidade de Cajuru (SP) e
encontrou valores de 7,44% a 15,76%. Lima®® observou resultados de teor de cera em varias
cidades do Ceara, variando entre 1,7% em Morro do Barriga Il a 26,6% em Timbira, que sdo
resultados semelhantes aos encontrados na presente pesquisa. Lima®) afirma em sua pesquisa

que a sazonalidade influencia na quantidade de cera presente nas propolis. A quantidade cera
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elevada é a principal causa de turvacdo dos extratos de propolis, quando armazenados em
baixas temperaturas®®?. Com isso, quanto maior o teor de cera, menor o teor de substancias,
como resinas e balsamos, onde sdo encontrados 0s compostos responsaveis pelas acOes
terapéuticas™®.

Quanto ao teor de flavonoides, apenas a amostra A apontou valor acima de 0,25%.
Matsuda et al. @ determinaram o teor de flavonoides na regi&o do Ivai (PR) sendo de 0,309%
e em Anitapolis (SC) o valor encontrado foi de 0,051%. Lima®® observou resultados de
amostras provenientes do Estado do Ceard, no Morro da Barriga I, de 0,31%, resultado
semelhante ao da amostra A, e em Graga de 0,0272%. Essa ultima ficando muito proximo ao
valor da amostra D. Silva et al. ®® constataram resultados entre 0,19% a 0,52%. Estes
estudos revelam que mesmo as amostras de extratos de propolis produzidas com alcool nem
sempre atendem aos teores de flavonoides determinados na Legislagdo que preconiza no
minimo 0,25% de flavonoides®).

Os compostos fendlicos sdo substancias ndo sintetizadas pelo organismo humano que,
guando ingeridas na dieta em quantidades significativas, contribuem para a prevencdo de
doengas graves como alguns tipos de céncer, cardiopatias, distirbios metabdlicos, doencas
neurodegenerativas e enfermidades inflamatdrias?’2®). Quanto ao teor de compostos fendlicos
nos extratos de propolis, a Legislacdo Brasileira para extratos alcodlicos e hidroalcoolicos
exige no minimo 0,5%®, mas, como podemos observar na Tabela 2, nenhuma das amostras
analisadas atingiu esse minimo, indicando que o liquido extrator hidroglicolico apresenta uma
menor capacidade de extracdo de compostos fendlicos. Segundo Kawakita et al.tV, a
porcentagem de compostos fenolicos foi de 0,52% e 0,53% para duas amostras de extrato de
propolis analisadas. Matsuda et al.***) observaram que todas as amostras analisadas atingiram
0 minimo necessario estipulado pela Legislacéo, ficando entre 0,515% em Anitapolis (SC) e
1,280% em Ivai (PR). Lima® analisou os teores de flavonoides de extratos de propolis
obtidos de algumas cidades do Ceard e os resultados foram de 0,02% em Aguiar e 1,71% em
Morro da Barriga I. A sazonalidade é um fator importante para colheita de prépolis com altos
teores de compostos fenolicos, pois em estagdes chuvosas 0 numero de espécies botanicas em
estado vegetativo é muito maior do que quando comparado ao periodo seco®@?.

O teste de oxidagdo é um parametro utilizado frequentemente para sugerir o tempo
decorrido desde a colheita da propolis, o tipo de armazenamento e a atividade antioxidante da
amostra. Altos indices de oxidagdo no extrato de prépolis podem indicar um longo periodo de

armazenamento em temperaturas elevadas, seja no interior da colmeia ou em depdsitos de
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armazenamento®. Das amostras analisadas, todas passaram pelo teste determinado pelo
MAPA, obedecendo ao padréo de qualidade para a comercializacdo dos extratos de propolis.
Desta forma, a prépolis produzida e utilizada para preparo dos extratos, pode ser considerada
de boa qualidade, mantendo sua viabilidade. Lima® encontrou dados para o indice de
oxidagdo entre 1,5 e 4,5 segundos para as propolis analisadas. Matsuda et al. ¥ também
observaram que na regido sul do Brasil, assim como nas amostras analisadas na presente
pesquisa, todos os resultados ficaram abaixo de 22 segundos.

Quanto ao espectro de absor¢do no UV-VIS, os extratos de prépolis devem apresentar
picos caracteristicos das principais classes de flavonoides entre 200 e 400nm®. Todas as
amostras analisadas atenderam a este quesito. Toreti®? avaliou extratos de prépolis na cidade
de Agua de S&o Pedro (SP) e obteve espectros de absorcdo e comprimento de onda entre 282
e 299nm. Lima® analisou as amostras que apresentaram comprimento de onda de 270 a
330nm, perfil caracteristico de presenca de flavonoides e de fendis. A absorcdo no UV-Vis é
um dos parametros quimicos mais utilizados para classificar e avaliar os extratos de propolis,
pois as atividades terapéuticas tém sido atribuidas a compostos fenoélicos como flavonoides,
4cido caféico, acido cinamico e derivados@?,

Como provas qualitativas, que visam a identificagdo dos constituintes de uma
determinada amostra, foram realizados os testes com o acetato de chumbo e o hidréxido de
sodio. A andlise do acetato de chumbo verifica a homogeneidade das particulas do extrato de
propolis em meio a um sal e a do hidréxido de sodio verifica a homogeneidade das particulas
do extrato de propolis em meio a uma base. Todos os extratos analisados na presente pesquisa
apresentaram resultado positivo para acetato de chumbo, estando de acordo com a norma
regulamentadora®. Resultados semelhantes foram obtidos por Kawakita et al. ), em que
todas as amostras também foram positivas para o acetato de chumbo. Quanto ao hidréxido de
sodio, todas as amostras deram negativas.

Foi verificado na presente pesquisa que as amostras de extratos hidroglicolicos de
propolis analisadas apresentam um padrdo de identidade e qualidade diferente do que é
determinado pelo MAPA para extratos alcoolicos e hidroalcdolicos. Justifica-se estes
resultados com o solvente empregado na producdo dos extratos de propolis da presente
pesquisa, a fracdo propilenoglicol e dgua. A Instru¢cdo Normativa N° 3, de 19 de janeiro de
2001, do MAPA estabelece que o extrato de propolis é composto de elementos sollveis da
prépolis em solucdo hidroalcoolica, &lcool e dgua.

Os solventes sdo utilizados para extrair os principios ativos da propolis, ou seja,

aqueles presentes nas partes resinosa e balsamica. Apds essa extracdo e da separacdo do
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extrato liquido, sobra a borra de prépolis, que é constituida pelos componentes que nao sdo
soliveis naquele determinado solvente. A extracdo alcodlica e hidroalcoolica extrai da
propolis mais quantidade de flavonoides, comparado aos demais solventes®. Longhini®? , em
seu estudo, observa que os extratos hidroglicdlicos de propolis mantém certa linearidade, pois
de acordo com a diminui¢do da concentragdo do propilenoglicol, o teor de flavonoides totais
também diminui. A priori, o solvente glicol ndo seria recomendado como eficiente para a
propolis, devido ao baixo teor de flavonoides obtido. Este fato pode ser explicado pois a
prépolis € um material resinoso, insolivel em &gua. Os glicois melhoram a extracdo das
substancias flavonoidicas em relacdo & agua pura, mas ndo em comparagdo ao alcool e suas
diluicBes, quando o material a ser extraido é uma resina®V. Por isso foi observado que os
teores de flavonoides de extratos hidroglicélicos de propolis foram inferiores ao estabelecidos
pela norma do MAPA para extratos alcodlicos e hidroalcodlicos®. Outra justificativa para os
valores de flavonoides e compostos fenolicos encontrados nos extratos hidroglicélicos
testados € o teor de propilenoglicol de 4% no liquido extrator. A dgua é uma substancia polar
que apresenta um menor poder de penetracdo na prépolis. Desta forma, a predominancia da
agua no solvente utilizado no preparo das amostras dificulta a extracdo de flavonoides e
compostos fendlicos.

Os extratos glicdlicos e hidroglicdlicos sdo muito empregados na industria de
cosméticos e fitocosméticos devido a propriedade emoliente. O propilenoglicol em solucéo
tem a capacidade de extrair substancias aromaticas e hidrossollveis como taninos e
flavonoides. Ja o alcool etilico como solvente, apesar de muito eficiente, promove um efeito
desidratante que pode causar o ressecamento da pele e cabelos ©?. Por isso é importante
realizar estudos que avaliem o potencial de extratos glicélicos de propolis.

Com os resultados obtidos, ndo podemos afirmar que as amostras analisadas na
presente pesquisa ficaram fora dos requisitos apenas pelo uso da mistura de propilenoglicol e
agua purificada como solvente extrator. O que se verifica é que a normativa se baseia em
extratos alcodlicos e hidroalcodlicos de propolis, podendo assim justificar os resultados
obtidos. Quando se utiliza o alcool como solvente, a borra de prépolis que sobra, apés a
extracdo, apresenta atividade farmacoldgica pequena ou nula®, resultados que ainda n&o
foram comprovados com a extragdo por propilenoglicol. E importante destacar que diversos
pesquisadores relatam que, mesmo em extratos de propolis produzidos com alcool e mistura
de agua e alcool, os parametros de identidade e qualidade muitas vezes ndo sdo atingidos.

Podemos destacar Mariano® que salienta, de uma maneira geral, que os processos de
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producdo de extrato de prépolis ndo sdo padronizados, que as empresas trabalham com as
condicgdes que consideram mais convenientes ao seu or¢camento operacional, mas nem sempre
essas condicBes apresentam um bom aproveitamento e de acordo com Gonsales“?, os
resultados demonstram a necessidade de padronizagdo nas técnicas de producdo de propolis
bem como capacitagdo técnica dos produtores quanto as Boas Praticas de Producgdo e

comercializacdo da prépolis. Desta forma possivelmente a qualidade seria atingida.

Tabela 2 — Resultados das analises fisico-quimicas.

AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA AMOSTRA EspecificacOes

A B C D (MAPA 2001)
Extrato seco Minimo de 11%
% (M/v) 8,58 1,98 9,69 12,56 (miv)
Méaximo 1% do
cera % 2,6 2,56 6,76 20,38 extrato seco
(m/m)
(m/m)
Flavonoides 0,31 0,06 0,16 0,03 Minimo
MM 40002082 0001  £0,000577  £0,000577 DL
+DP (m/m)
Compostos 0,46 0,32 0,44 0,29 Minimo
Fenolicos 5000577 +0,005196  +0,007506  +0,000577 0.50%
Y% (Mm/m) (m/m)
Teste inferior a inferior a inferior a inferior a Maximo
de 22 22 22 22 22
oxidagao segundos segundos segundos segundos segundos
Espectro de Banda de
absorgao no + + + + absorcao entre
UV-visivel 250nm a 400nm
Precipitados
Acetato de + + + + amarelos e
Chumbo homogéneos no
fundo do tubo
Precipitados
Hidroxido - - - - brancos e
de sodio homogéneos em

suspensao no
tubo

Legenda: (+) positivo, (-) negativo
Fonte: Os autores.
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ANALISE ANTIBACTERIANA

Na Tabela 3 é possivel verificar a atividade antibacteriana das amostras de extratos
hidroglicolicos de propolis testadas. Todas as amostras apresentaram atividade nos quatro
microrganismos utilizados. O antibidtico gentamicina foi escolhido para ser o controle
positivo de inibicdo e produziu agdo antibacteriana nos microrganismos utilizados, como o
esperado, em bactérias gram-positivas e gram-negativas.

A S. aureus é uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-positivos,
frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis, entretanto pode
provocar doencas, que vio desde simples até graves infeccbes®®). Dentre as amostras
analisadas, as que apresentaram maior atividade antibacteriana sobre a S. aureus foram as
amostras A, B e C.

A E. coli pertence a um grupo de bactérias gram-negativas que residem normalmente
no intestino de pessoas saudaveis, mas algumas cepas podem causar infeccdo nos tratos
digestivo e urinario ou em outras partes do organismo®?. A amostra A foi a amostra que
apresentou maior atividade antibacteriana sobre a E. coli, quando comparada com as outras
amostras analisadas, que também apresentaram alguma atividade.

A P. aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, baciliforme e aerébia. A maior parte
das infec¢Bes causadas por esta bactéria € em pacientes hospitalizados, em particular em
pessoas debilitadas ou imunocomprometidas, sendo uma causa comum de infec¢des em
UTI®), As amostras A e B apresentaram melhor atividade antibacteriana sobre a P.
aeruginosa, seguidas da amostra C, que também apresentou uma consideravel atividade.

Ja a B. cepacia é uma espécie de bactéria patogénica oportunista gram-negativa do
sistema respiratorio em pacientes hospitalizados (sindrome cepacia), especialmente em
pacientes com fibrose cistica®. As amostras que apresentaram melhores resultados
antibacterianos sobre a B. cepacia foram as amostras A e C.

De acordo com Silva et al.?®, que realizaram analises avaliando a atividade
antimicrobiana de extrato de propolis oriundo estado da Paraiba, por meio da técnica de
perfuracdo/escavacdo de pocos em agar, verificou-se que os extratos etandlicos de propolis
utilizados n&o inibiram o crescimento de S. aureus, ndo sendo verificada a atividade
antibacteriana da propolis sobre essa cepa, evidenciando que a sazonalidade da colheita, 0s
diferentes locais e extratos influenciam em resultados distintos em relagdo a atividade

antibacteriana.
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Entretanto Gomes et al.®"), realizando estudo da prépolis bruta oriunda do municipio
de Terenos (MS), constataram atividade antibacteriana positiva em relacdo ao extrato
alcoolico de propolis, por meio da mesma técnica de perfuracdo de pogos em agar,
verificando que o extrato alcodlico de propolis apresentou atividade antibacteriana para todas
as bactérias gram-positivas e gram-negativas utilizadas na pesquisa, entre elas a S. aureus, a
E. coli e P. aeruginosa, assim como na presente pesquisa.

Kawakita et al.*Y, utilizando técnica da diluicio em caldo para determinagio da
concentracdo inibitoria bactericida e semeadura em meio solido para a concentracao inibitoria
minima, verificaram que o extrato alcodlico de propolis obtido de Botucatu (SP)
demonstraram atividade sobre S. aureus e E. coli independente da temperatura de
armazenamento do extrato. Em outro estudo, Junior et al.®® avaliaram a atividade
antimicrobiana do extrato de prépolis sobre S. aureus, Enterococcus sp, E. coli, P. aeruginosa
e Candida albicans. Verificou-se que a atividade antimicrobiana variou de acordo com o local
em que a amostra de propolis foi produzida, sendo as bactérias gram-positivas (S.
aureus e Enterococcus sp) e C. albicans mais susceptiveis a propolis obtida na regido de
Botucatu, enquanto para as gram-negativas, a amostra de Urubici (SC) foi a mais eficiente
sobre E. colie a de Mossor6 (RN) para P. aeruginosa. As bactérias gram-positivas foram
mais sensiveis ao extrato alcoolico de propolis, independentemente do local de coleta.

Em estudo de Maia-Arajo®?, realizando as analises com duas técnicas para avaliar a
acao antibacteriana, a técnica dos pocos e a tecnica de difusdo em disco, verificou-se que a
amostra de prépolis vermelha, coletada em um apiario localizado no municipio de Brejo
Grande (SE), apresentou atividade antibacteriana em ambas as técnicas frente a S. aureus.

Apesar de alguns dos resultados das analises sensoriais e fisico-quimicas dos extratos
hidroglicolicos de propolis serem diferentes das especificagdes do MAPA, as amostras
analisadas apresentaram resultados satisfatorios na acdo antibacteriana.

Tabela 3 — Resultados da analise antibacteriana.

S. aureus E. coli P. aeruginosa B. cepacia
AMOSTRA halo de halo de halo de halo de
inibicdo (mm) inibicdo (mm) inibi¢do (mm) inibicdo (mm)
A 25 28,5 25 27
B 24 21,5 25 24
S 24 20,5 23 27
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D 20,5 15 19,5 21

Gentamicina 35,5 54 46 57,5

Fonte: Os autores.

4. CONCLUSAO

Os extratos glicolicos de propolis produzidos com propilenoglicol apresentaram
resultados diferentes dos requisitos do MAPA para extrato de propolis alcodlico e
hidroalcodlico. Os extratos glicolicos e hidroglicdlicos sdo muito utilizados em industrias
cosméticas por serem menos agressivos na pele que extratos alcodlicos. No presente estudo
observou-se que os diferentes extratos hidroglicdlicos apresentaram significativa atividade
antimicrobiana, tanto em bactérias gram-positivas quanto em gram-negativas. Uma vez que
ndo ha monografia oficial para extratos hidroglicolicos de propolis, existe uma demanda de
informagdes sobre os requisitos de identidade e qualidade destes extratos. Desta forma, mais
estudos devem ser conduzidos para avaliar o potencial terapéutico e os requistos de qualidade

dos extratos glicdlicos de propolis.
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