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Resumo

A prépolis, uma substancia resinosa produzida pelas abelhas meliferas a partir de exsudatos coletados em diferentes
partes das plantas, tem sido utilizada ha séculos na medicina popular devido as suas propriedades terapéuticas. Este
trabalho descreve a padronizagéo de um extrato etandlico de propolis verde, onde foram identificados os compostos
quimicos por CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia), caracterizacéo fitoquimica por cromatografia em cama-
da delgada (CCD), teor de sodlidos soluveis, teor de fendis e flavonodides totais e atividade antioxidante por 2,2-dife-
nil-1-picrilhidrazil (DPPH). Este extrato etandlico de propolis verde (EEPV) analisado posteriormente sera estudado
como agente virucida. Os resultados encontrados evidenciam que este EEPV esta dentro dos padrées requisitados
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, apresentando 9,35% de teor de sélidos soluveis, atividade
antioxidante com CE,, de 9,80 ug/mL, duas classes fitoquimicas, polifendis e flavondides, identificadas pela CCD,
altos niveis de fendis e flavonoides totais (12.93 e 6,05% respectivamente), comprovados por CLAE, o qual identificou
altas concentragdes de acidos fendlicos (acido p-cumarico, acido diprenil-hidroxicinamico, derivados do acido cinami-
€0), 0s quais sao atribuidos as propriedades antibacteriana, antioxidante, antiviral e virucida.

Abstract

Propolis, a resinous substance produced by honeybees from exudates collected from different plant parts have
been used for centuries in folk medicine due to its therapeutic properties. This work describes the standardization
of an ethanol extract of green propolis, where the chemicals were identified by HPLC (high performance liquid
chromatography), phytochemical characterization by thin layer chromatography (TLC), soluble solids, phenols
and flavonoids and total antioxidant activity 2,2-diphenil-1-picrylhydrazyl (DPPH). The ethanol extract of green
propolis (EEPV) will be discussed later studied as a virucidal agent. The results show that this EEPV is within
the standards required by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply, with 9.35% of total soluble solids,
antioxidant activity with EC50% of 9.80 mg/mL, two classes phytochemicals, polyphenols and flavonoids,
identified by TLC, high levels of phenolics and flavonoids (12.93 and 6.05% respectively) as shown by HPLC,
which identified high concentrations of phenolic acids (p-coumaric acid, hydroxycinnamic acid diprenyl, acid
derivatives cinamics), which are assigned the antibacterial, antioxidant, antiviral and virucidal.
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Introducao

A propolis, uma substancia resinosa produzida pelas
abelhas meliferas a partir de exsudatos coletados em
diferentes partes das plantas, tem sido utilizada ha sé-
culos na medicina popular devido as suas proprieda-
des terapéuticas (Fischer et al, 2008). Nos ultimos 30
anos, a propolis tem sido objeto de intensos estudos
farmacoldgicos e quimicos no controle de enfermida-
des, através do conhecimento de sua composigdo e
propriedades bioativas (Sforcin, 2007; Lustosa et al,
2008) tais como atividade antibacteriana, anti-infla-
matoria, antifingica, antitumoral, imunomoduladora,
antioxidantes, antiviral, virucida, entre outros, embora
muitos dos seus mecanismos de acdo ainda sejam
desconhecidos. A atividade e os componentes da pro-
polis variam de acordo com sua origem geografica
(Markham, et al., 1996; Kujumgiev et al, 1999).

Quimicamente, a propolis apresenta diversos com-
postos, sendo que na denominada de “verde” estédo
presentes varios compostos fendlicos. Recentemen-
te, foi demonstrada a tipificacdo das amostras de pro-
polis no Brasil, associando-as a atividades bioldgicas
especificas (Ribeiro, Jesus e Marcucci, 2008).

Além de todas as caracteristicas mencionadas, a pro-
polis é utilizada freqlientemente tanto na area da medi-
cina humana quanto na area veterinaria, com obtencéo
de bons resultados terapéuticos. Com isso nao se pode
relegar a prépolis a uma categoria de modismo tera-
péutico, tendo em vista que suas virtudes sao reconhe-
cidas ha séculos, sendo relatadas em muitos trabalhos
que demonstram diferentes tipos de atividade bioldgica
e aplicagdes em diversas terapias (Pereira et al., 2002;
Helfenberg, 1908; Mizuno, linuma e Kato, 1987). Trata-
-se de uma medicina alternativa, chamada de Apitera-
pia, devido as suas varias propriedades terapéuticas
e bioldgicas, segundo trabalhos cientificos do mundo
inteiro (Coloni et al., 2007). No entanto, a fim de ser
aceito oficialmente pelo Ministério da Agricultura, Pe-
cuaria e Abastecimento (MAPA), deve-se estabelecer
a identidade e os requisitos minimos de qualidade do
extrato de prépolis para que se garanta a seguranga e
eficacia (Brasil, 2001; Bankova, 2005). Neste sentido o
objetivo deste trabalho foi determinar a padronizagéo
de um extrato etandlico de propolis verde, que poste-
riormente seré estudado como agente virucida.

Materiais e Métodos
Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério
de Produtos Naturais do Programa de Mestrado Pro-

fissional em Farmacia da Universidade Bandeirante
de Sdo Paulo - UNIBAN.
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Obtencédo do extrato etandlico da propolis verde
(EEPV)

O EEPV foi obtido através da mistura de aproximada-
mente 75 g de propolis bruta triturada fornecida pela
Prodapys, com 250 mL de alcool etilico (p.a.) (ou na
mesma propor¢édo) em erlenmeyers de 500 mL, estes
permaneceram em um shaker orbital a uma agitacéo
de 160 rpm a uma temperatura de 40°C por 18h.
Apos esse procedimento, a amostra foi armazenada
em freezer por 1 a 2 horas, para a redugéo do teor
de gordura no extrato e posteriormente filtrada para a
separacdo da porcgao insolivel. A por¢do insoltvel (re-
tida no filtro) foi seca em uma capela com ventilagéo,
overnight. Junto as porgdes insoluveis foi adicionado
alcool etilico (p.a.) e devolvido ao shaker para uma
nova extragéo. Repetindo o procedimento. O solven-
te foi evaporado em rotaevaporador a temperatura de
70°C até a obtencao do extrato mole da prépolis.

Identificagdao dos compostos da amostra.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia do EEPV.
Uma quantidade de 150 mg do extrato mole foi so-
lubilizada em 5 mL de metanol, 2 mL desta amostra
foi filtrada em filtro Millipore (0,20 uym) e armazenada
em um “vial’, para a analise por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) utilizando-se o cromatégrafo
LaChrom, modelo D-70005. Para determinar a com-
posicdo quimica da amostra da propolis por CLAE,
empregou-se uma coluna com 18 cadeias de carbono
em fase reversa (Lichrochart Lichrospher 100 RP 18,
12,5 x 0,4 cm, diametro de particula de 5um Merck) e
um gradiente linear (fluxo de 1 mL/min.) composto de
metanol e agua acidificada com 5% de acido férmico.
O volume injetado foi de 20 pL. Foi utilizado um detec-
tor de rede de diodos na deteccéo dos picos. O tempo
méaximo de andlise foi de 60 minutos e a deteccéo foi
efetuada em comprimentos de onda de 280 e 340 nm.
O programa utilizado para a anadlise de dados foi o
Merck-Hitachi modelo D-7000 (Chromatography Data
Station - DAD Manager).

Caracterizacao fitoquimica do EEPV
Cromatografia em camada delgada.

As analises foram realizadas em relagéo as seguintes
substancias naturais: flavondides (reagao com AICI3),
cumarinas (reacéo com KCI), alcaléides (reagente de
Dragendorff), saponinas (anisaldeido), triterpenos (re-
acao de Liebermann-Buchard) (Costa, 1982), hetero-
sideos cadioativos, polifenois e taninos. Obteve-se os
perfis cromatograficos, em cromatografia de camada
delgada em placas de silica gel 60G, com base de
aluminio e indicador fluorescente.
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Para a preparagédo das amostras, 1 mg do EEPV foi
solubilizado em 1 mL de metanol. Os sistemas de
eluentes empregados foram selecionados de acordo
com o grupo fitoquimico que foi pesquisado. As amos-
tras analisadas foram aplicadas a aproximadamente
1 cm da base inferior da placa, com auxilio de um ca-
pilar. Apds a aplicagédo das amostras sobre as placas,
as mesmas foram introduzidas nas cubas previamen-
te saturadas, contendo fase movel adequada, para
cada classe fitoquimica. Foram utilizadas cubas de vi-
dro com fundo chato com as paredes laterais internas

recobertas com papel filtro (deixando uma abertura
para a observacao da fase mével), para facilitar sua
saturagdo com os vapores do solvente. O solvente
sobe por capilaridade até que esteja a 2 cm da ex-
tremidade superior. Ao ascender, 0 solvente arrasta
0s compostos menos adsorvidos na fase estacionaria,
separando-os dos mais adsorvidos. A linha de chega-
da da fase movel foi marcada e a placa foi colocada
em local arejado para ocorrer a secagem e posterior
revelacdo. Os eluentes e reveladores utilizados estéo
descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Demonstracao das classes fitoquimicas, eluentes, amostras analisadas e agentes reveladores

utilizados.

Amostras Analisadas

Classe fitoquimica Eluente

Amostra padréo

- Agente revelador
Amostra avaliada

Tolueno e éter sa-

Cumarinas turado com 10% de Extrato de Guaco EEPV KOH 10% + luz UV
acido acético
Acetato de etila,
Flavonéides acido formico, acido g1, de Caléndula EEPV AICI3 1% + luz UV
acético glacial e
agua
Alcal6ides Acetato de ,e tila, Extrato de Jaborandi EEPV Reativo de Drag-
metanol e 4gua gendorf
. Hexano e acetato  Oleo Essencial de Reativo de Lieber-
Triterpenos . . EEPV
de etila Citronela mann-Buchar
Heter.osn.:ieos Acetato de ?tlla, Extrgto dg EEPV Reagente de Kedde
cardioativos metanol e agua Espirradeira
Saponinas Cloroformlo, Extrato de Carqueja EEPV Anllsaodeldo *+5min
metanol e 4gua a 105°C
N Hexano e acetato  Extrato desidratado K3Fe(CN)6 1% +
Polifendis de etila de Propolis Verde EEPV FeCI3 2% + luz UV
Tolueno, n-butanol, . o
Taninos acido acético e Extrato de Espi- EEPV K3Fe(CN)6 1% +

nheira Santa

FeCI3 2% + luz UV

agua.

Teor de sélidos solluveis da propolis verde
Pesou-se um becker de 50 mL e anotou-se 0 peso.
Com auxilio de uma proveta mediu-se 20 mL do extra-
to e depositou-se no becker e este levado a estufa a
60°C até a secura. O becker foi retirado e resfriou-se
0 mesmo. Pesou-se e repetiu-se a operagao até peso
constante. O procedimento foi realizado em friplicata.
Para fins de calculo foi utilizada a formula abaixo.
% solidos soltveis (m/v) = (m1-b)x100

Va
Onde: b = massa do becker.
m1 = massa final do becker com o extrato seco, apos
secagem.
V, = Volume da aliquota do extrato, a ser seco.
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Andlises espectrofotométricas

Determinagao de fendis totais

Para a quantificagdo de fendis totais utilizou-se o mé-
todo de Folin, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau, e
a leitura por espectrofotometria. Este método funciona
através da quantificagdo da substancia a ser testada,
necessaria para inibir a oxidagao do reagente. Prepa-
rou-se uma solugéo estoque, da seguinte forma, 0,05
g do extrato seco, dissolvido em etanol, transferindo-o
para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se
0 volume com agua. A partir deste ponto o procedi-
mento foi realizado em ftriplicata. Transferiu-se uma
aliquota de 0,2 mL da solugdo estoque, para um baldo
volumétrico de 10 mL, contendo aproximadamente 5
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mL de agua destilada e adicionou-se o reagente de
Folin-Ciocalteu. Agitou-se por alguns segundos e no
intervalo de 1 a 8 minutos acrescentou-se 1,2 mL da
solugdo tampé&o carbonato-tartarato de sodio a 20%
(carbonato de so6dio). Completou-se o volume do ba-
lao volumétrico com agua até proximo ao menisco.
A solucao foi mantida em um banho-maria a 20°C.
Apo6s 2 horas, fez-se o ajuste do volume final a 20°C,
agitando-se por alguns segundos e fez-se a leitura no
espectrofotdmetro a 760 nm.

Determinagéo de flavondides totais

A quantificagdo do teor de flavonoéides totais foi reali-
zada por espectrofotometria utilizando-se cloreto de
aluminio, como reagente de deslocamento. O método
espectrofotométrico para quantificar flavonodides totais
baseia-se na propriedade do cation aluminio de for-
mar complexos estaveis com os flavondides, evitando
a interferéncia de outras substancias fendlicas.

A partir da solucdo estoque do procedimento ante-
rior, retirou-se uma aliquota de 0,2 mL desta solu-
¢do e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10
mL, contendo aproximadamente 5 mL de metanol.
Adicionou-se 0,2 mL de cloreto de aluminio (AICI,) e
completou-se o volume até proximo ao menisco com
metanol. Agitou-se a solugao e esta foi mantida em ba-
nho- maria por 30 minutos a 20°C. Apés esse periodo
fez-se o ajuste do volume. A leitura foi feita a 425 nm.
As analises foram feitas em triplicatas.

Atividade antioxidante - DPPH

A atividade antioxidante foi avaliada empregando-
-se o radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) em
amostras de propolis, realizada através de medidas
espectrofotométricas do consumo do radical, na
presenca de substancias antioxidantes. A partir do
extrato seco da amostra, preparou-se uma solucao
estoque a 1%, desta solugao estoque tomou-se 100
ML e colocou-se em um balédo volumétrico de 10 mL e
completou-se com etanol. Preparou-se diferentes di-
luigbes do extrato de propolis a 0,0002% da seguinte
forma, organizou-se 9 tubos enumerados de 0 a 8,
adicionando alcool, solugdo de propolis e DPPH em
cada tubo. O tubo de numero zero foi o controle, ou
seja, apenas DPPH e etanol. Ao adicionar o DPPH
no tubo zero, contou-se 1 minuto e adicionou-se o
DPPH no segundo tubo e assim sucessivamente
até o tubo 8. Agitando os tubos de tempo em tem-
po. Apds 30 minutos da adigdo de DPPH no primei-
ro tubo, realizou-se a leitura no espectrofotdmetro a
517 nm, em triplicata, sempre obedecendo 1 minuto
de intervalo entre cada amostra.
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Resultados e Discussao

Cromatografia liquida de alta eficiéncia do EEPV
Os compostos fendlicos foram quantificados com o
uso de padronizag&o interna por meio de cromato-
grafia de fase liquida de alta eficiéncia. O perfil cro-
matografico da amostra esta apresentado na figura
1. Nota-se, altas concentragbes de acido p-cumarico,
Artepillin C e derivados do acido cinamico. Segundo
Akao e colaboradores (2003), atividades bioldgicas
extremamente importantes, como por exemplo, ati-
vidade virucida de extratos etandlicos desse tipo de
propolis podem ser atribuidas principalmente a pre-
senca destes acidos fendlicos.

Figura 1 Resultados do CLAE: 150 mg/5mL de meta-
nol, volume de injecdo 20 pL. Apresentando os no-
mes dos compostos quimicos, tempo de retencdo
e concentracao dos compostos quimicos no EEPV.

253 Loy
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Retention Time (min)
Nome Tempo de Concentragao
Retencdo  no EEPV(mg/g)
Acido cafeico 2,88 0,87
Acido p-cumérico 4,49 20,98
Acido cafeico (derivado 1) 7,11 6,46
Acido cafeico (derivado 2) 9,5 7,32
Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (derivado 1) 12,73 7,61
Acido cafeico (derivado 3) 14,12 3,27
Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicindmico (derivado 2) 17,69 1,05
Acido 3-prenil-4- 19,13 9,92
hidroxicinamico
2,2-dimetil-6-carboxiete-
nil-2H-1-benzopirano 20,91 0.91
Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (derivado 3) 22.2 1,54
Acigo .3,5-dipr'enil-4-hidroxi— 25.14 588
cinamico (derivado 4)
Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (derivado 5) 25,97 0,82
Acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico (Artepilin C) 21,86 21,46
Acido cinamico (derivado 1) 30,94 11,91
Acido 6-propenoico-2,2-
dimetil-8-prenil-2H-1- 31,52 2,47

benzopirano
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Caracterizagao fitoquimica do EEPV
Cromatografia em camada delgada (CCD).

Ao realizar a leitura das placas, observou-se apenas
a presenca de duas classes de metabdlitos secun-
darios no EEPV avaliado, sendo a classe dos polife-
nois e flavonoides. As analises por CCD, baseadas
na comparagéo das manchas reveladas, sendo estas
iguais e de mesmo tamanho que das amostras pa-
dréo (Sousa et al., 2007a).

Teor de sélidos soluveis da prépolis verde

Quanto ao teor de sdlidos sollveis, considerando a me-
todologia utilizada, sdo aceitaveis valores acima de 7%
(Brasil, 2001; Akao et al., 2003). Avaliando-se o resul-
tado obtido para a andlise do teor de solidos soluveis
percebe-se que a amostra apresenta 9,35% de teor de
sdlidos soluveis, atendendo as normas em vigor.

Andlises espectrofotométricas

Determinagao de fendis e flavondides totais

A tabela 2 traz os resultados dos ensaios espectrofo-
tométricos realizados com a prépolis para determina-
¢ao de seus teores de flavonoides e fendis totais. A
média do teor de fendis totais encontrado na amostra
investigada foi de 12,93% (m/m), atendendo ao requi-
sito minimo do Ministério da Agricultura, que é de 5%.
Da mesma forma ocorreu com o teor de flavondides
totais, que na amostra investigada apresentou o valor
de 6,048% (m/m), sendo que o requisito minimo do
Ministério da Agricultura é de 0,5% (Brasil, 2001).

Tabela 2 - Resultado das analises de fendis e flavo-
noides totais e limites estabelecidos pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

Teor médio +
Desvio Padréo

12,93 £ 1,06
6,05+ 0,61

Requisito do
Ministério
Minimo de 5%
Minimo de 0,5%

Analise

Fendis totais

Flavondides totais

Atividade antioxidante- DPPH

A quantidade de antioxidante necessaria para decres-
cer a concentracéo inicial de DPPH em 50% ¢ deno-
minada concentragéo efetiva (CE,_ ). Quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a
sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante. Neste
experimento a CE,  da amostra do extrato etandlico foi
de 9,80 pg/mL, o que indica uma 6tima atividade an-
tioxidante. A atividade antioxidante de compostos fe-
nolicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas
desempenham um papel importante na neutralizagao
ou sequestro de radicais livres e quelagéo de metais
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de transigdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como
na propagacao do processo oxidativo. Os intermedi-
arios formados pela acao de antioxidantes fendlicos
sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do
anel aromatico presente na estrutura destas substan-
cias (Sousa et al., 2007b).

Figura 2 - Comportamento do extrato etandlico
frente ao DPPH

Atividade antioxidante - Prépolis verde

120,00
y = 5,1324x + 100,32
R'=0,9913

40,00

% de DPPH restante

0,00 + T 1
0 ) 10 15
Concentragio (ug/imL)

Concluséao

Pode-se concluir que o EEPV avaliado estd dentro
dos padrdes requisitados pelo MAPA, com altos ni-
veis de fendis e flavondides totais, o que indica altas
concentragdes de acidos fendlicos, os quais sao atri-
buidos as propriedades antibacteriana, antioxidante
e antiviral (Volpi e Bergonzini, 2006), por tanto, esta
apto a ser utilizado para a determinagéo da atividade
virucida a ser pesquisada posteriormente.
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