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RESUMO
FIANCO, Ana Luisa B. Estudo sobre a atividade antifingica e antioxidante de
extratos de propolis obtidos com CO, supercritico . Porto Alegre, 2014.

Dissertacao de mestrado. Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia
de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

A propolis € uma substancia resinosa produzida pelas abelhas através da
coleta de metabdlitos secundérios da flora e sua composi¢cdo quimica € complexa e
variada, conferindo a este produto diversas atividades biolégicas como
antibacteriana, antifungica e antioxidante. O extrato da propolis pode ser obtido por
extracdo supercritica, utilizando CO, como solvente, sendo esta uma tecnologia
limpa, atoxica e que ndo deixa residuo. Este trabalho tem como objetivo extrair e
avaliar quimicamente e biologicamente extratos de propolis verde e vermelha
produzidos pelas abelhas da espécie Apis mellifera. Foram realizadas extracfes com
CO, supercritico a partir da prépolis bruta e de seus extratos etandlicos, os quais
foram impregnados em papéis filtro. As pressfes utilizadas para fracionamento da
prépolis bruta foram 90, 120, 150, 200, 250 e 300 bar, e da propolis impregnada em
papéis filtro, 90, 150 e 300 bar. Para comparacdo dos perfis cromatograficos nas
diferentes pressdes, analises quimicas através de cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foram realizadas. A
composicdo quimica dos extratos a partir dos extratos etandlicos de prépolis (EEP)
impregnados e da propolis bruta permaneceu similar, porém o rendimento dos
extratos supercriticos a partir dos EEP impregnados em papéis filtro apresentou
valores muito mais elevados. Os extratos supercriticos obtidos apresentaram

atividade antifiungica e excelente atividade antioxidante.

Palavras-Chaves: propolis, extrato supercritico, fracionamento, analise quimica,

atividades bioldgicas.



12

ABSTRACT

FIANCO, Ana Luisa B. Study on the antifungal and antioxidant activity of
propolis extracts obtained with supercritical CO 2. Porto Alegre, 2014. Master
Thesis. Graduation Program in Materials Engineering and Technology, Pontifical
Catholic University of Rio Grande do Sul.

Propolis is a resinous substance produced by bees through the collection of
plant secondary metabolites and its chemical composition is complex and varied,
giving this product several biological activities such as antibacterial, antifungal and
antioxidant. The propolis extract can be obtained by supercritical fluid extraction
using CO; as solvent, which is a clean and non-toxic technology, leaving no residue.
This work aims to extract chemically and biologically extracts of green and red
propolis produced by bees of the species Apis mellifera. Supercritical CO, extraction
from the raw propolis and its ethanolic extracts, which were impregnated in filter
papers, were performed. The pressures used for fractionation of raw propolis were
90, 120, 150, 200, 250 and 300 bar and, for the propolis impregnated in filter papers,
90, 150 and 300 bar. For comparison of the chromatographic profiles at different
pressures, chemical analysis using Thin Layer Chromatography (TLC) and High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) were done. The chemical composition
of the extracts from impregnated propolis ethanolic extracts (PEE) and raw propolis
remained similar, but the yield of supercritical extracts from impregnated PEE in filter
papers showed much higher values. Supercritical extracts showed antifungal activity

and excellent antioxidant activity.

Key-words: propolis, supercritical extract, fractionating, antimicrobial activity,

antioxidant activity.



13

1. INTRODUCAO

Os produtos naturais tém se tornado, nos ultimos anos, um avan¢o na
descoberta de agentes terapéuticos contra doencas infecciosas (Oldoni, 2007).
Dentre eles, destaca-se a propolis, a qual € uma substancia resinosa obtida pelas
abelhas através da coleta de metabdlitos secundarios de plantas e sua composi¢ao
guimica é complexa e variada, sendo responsavel por diversas atividades biologicas
(Barth et al., 1999; Bogdanov, 2012).

Neste sentido, 0 uso de produtos naturais no combate a infec¢cdes € uma
alternativa bastante trabalhada (Richardon & Lass- Florl, 2008), pois se observa ao
longo das Ultimas décadas que estudos reportaram aumento na incidéncia de
infec¢des invasivas causadas por espécies emergentes do género Candida em
hospitais, tornando-se uma das principais causas de morte por infecgbes
hospitalares (Beck-Sague et al., 1993; Berrouane et al., 1999; Lalwani et al., 2014;
Mathur et al. 2014;). Devido as mudancas nos padrdes de doencas infecciosas e ao
aparecimento de cepas de bactérias resistentes aos antibiéticos utilizados, ha uma
grande necessidade de encontrar novas abordagens para o tratamento destas
infeccbes (Taylor et al., 2002), sendo estudada nesta dissertacdo o uso de extratos

de propolis e suas fragdes como alternativa.

Neste trabalho foi realizada a extracdo e fracionamento com CO, supercritico
da prépolis verde e vermelha bruta e de seus extratos etandlicos. Entre as variaveis
importantes neste estudo encontram-se o rendimento e composi¢cao quimica assim
como atividade antifingica e antioxidante dos extratos. A partir dos resultados
obtidos, foi feita uma comparagéo entre a atividade biolégica e composi¢cao quimica
das amostras e suas fragoes.
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2. OBJETIVOS

Este estudo tem como objetivo extrair, utilizando como solvente CO,

supercritico, e avaliar quimicamente e biologicamente extratos de prépolis verde e

vermelha produzidas pelas abelhas da espécie Apis mellifera.

2.1. Objetivos Especificos

Fracionamento da propolis verde e vermelha com dioxido de carbono

supercritico;

Analise e comparacdo dos extratos por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) dos
extratos supercriticos de prépolis;

Determinacédo da atividade antioxidante dos extratos por captura do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).

Determinacéo da atividade antifungica frente as espécies de Candida:
Candida krusei, Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida
tropicalis - concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo

fungicida minima (CFM).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A pesquisa de produtos naturais como agentes terapéuticos é realizada ha
muitos anos e até hoje oferece uma grande variedade de estruturas quimicas, as
quais sdo utilizadas para o desenvolvimento de novos medicamentos pela industria
farmacéutica (Borris, 1996; Costa-Lotufo et al., 2010). Entre todos 0s novos
farmacos aprovados pelo Food and Drug Admnistration (FDA) ou outras entidades
equivalentes de outros paises, 28% delas sédo de origem direta de produtos naturais
e 39% sé&o derivadas destes (Newman et al., 2002).

Enquanto muitas moléculas oriundas de produtos naturais possuem
atividades terapéuticas, h4 um enorme nuamero que ainda néo foi detalhadamente
estudada (Mukherjee et al., 2001). Dentre os diversos tipos de produtos naturais, a
propolis vem se tornando importante devido as suas multiplas propriedades
terapéuticas, despertando interesse na apicultura e em seus derivados comerciais
(Aldemann, 2005).

3.1. Propolis

A propolis (grego; pro, em defesa + polis, cidade) é uma substancia resinosa
produzida pelas abelhas através da coleta de metabdlitos secundarios da flora da
regido e sua composicdo quimica é complexa e variada (Marcucci, 1996; Burdock,
1998, Drago et al., 2007; Bufalo et al., 2009). E composta principalmente por resinas
de plantas e exsudatos. Os metabdlitos sdo misturados com cera, polen e secrecdes
salivares das abelhas, originando uma mistura rica e heterogénea. Sua composicéo
quimica depende da flora de sua origem geografica e da época do ano (Burdock,
1998; Bogdanov, 2012).
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As abelhas utilizam a propolis como protecdo mecéanica e bioldgica. Estas
aplicam finas camadas de prépolis nas paredes internas da colmeia para vedar
orificios e rachaduras, fortalecer os favos de mel, proteger a entrada da colmeia
contra intempéries e para impedir a putrefacdo de insetos invasores, ja que este

produto contém atividade antimicrobiana (Bankova et al., 2000).

3.1.1. Composi¢cdo Quimica da Propolis

E conhecido que a composi¢do quimica da propolis é muito variavel, sendo
composta por aproximadamente 50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera,
10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outras substancias
variadas, incluindo residuos orgéanicos (Park & Ikegaki, 1998; Bogdanov, 2012).

Devido a grande complexidade quimica, a propolis € considerada uma das
misturas mais complexas ja encontradas em fontes naturais. Sua composi¢ao

quimica €é determinada principalmente pelas caracteristicas fitogeograficas
existentes ao redor da colmeia (Kumazawa et al., 2004).

Bankova et al. (1998) estudaram as variacdes sazonais da composicao
quimica da propolis brasileira e europeia, encontrando diferentes teores de
diterpenos no verao e outono e auséncia destes compostos nas outras estacdes. Os
principais constituintes encontrados em diferentes épocas foram 0s compostos
fendlicos, especialmente os derivados do acido cinamico (de 1,2 a 10,8%), e 0s
diterpenos (0,3 a 11,3%).

Os compostos fendlicos, representados pelos flavonoides agliconas e acidos
fendlicos e seus ésteres, conferem efeitos terapéuticos a propolis (Bedascarrasbure
et al., 2004; Silici & Kutluca, 2005; Uzel et al., 2005; Umthong et al., 2009). A
presenca destes diversos compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, pode
atribuir & prépolis propriedades antibacterianas (Bianchini & Bedendo, 1998; Bosio et
al., 2000; Sawaya et al., 2004; Gonzalez et al., 2006; Kalougeropoulos et al., 2009;),

antifingica (Ota et al., 2001), antisséptica (Simdes et al., 2008), antiviral (Huleihel &
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Isanu, 2002), antioxidante (Moreira et al., 2008), antitumoral (Diaz-Carballo et al.,
2008) e anti-inflamatéria (Ramos & Miranda, 2007).

Em estudo realizado por Park et al. (2002), a propolis brasileira foi subdividida
em 12 grupos em funcdo de suas caracteristicas fisico-quimicas e regides
geograficas onde sdo produzidas e foram observadas similaridades entre os perfis
guimicos de amostras de propolis originarias do sul, sudeste e nordeste do Brasil e
exsudatos de Hyptis divaricata e o broto de Baccharis dracuncufolia, desvendando

suas provaveis origens botanicas.

3.1.2. Prépolis Verde

Mais popular e estudada, a propolis verde (Figura 3.1) € produzida no Brasil,
principalmente nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, e possui fragmentos da
planta Baccharis dracunculifolia (alecrim-do-campo). Sua principal fonte vegetal lhe
confere cor esverdeada (Bastos, 2001; Park et al., 2002). Os componentes tipicos da
propolis verde sdo os compostos prenilados e derivados do acido cinamico (estando
entre eles a artepelina C, acido p-cumarico e drupanina), flavonoides, acido
benzoico, acidos alifaticos e ésteres, além de possuir alcanos e terpenoides
(Marcucci & Bankova, 1999; Park et al.,, 2002; Bogdanov, 2012). A Figura 3.2
apresenta os compostos derivados do acido cinamico mais abundantes na propolis
verde. A artepelina C € o composto mais popular e importante relatado em estudos,

pois confere a este tipo de prépolis diversas atividades biologicas (Hata et al., 2012).

16 cm

Figura 3.1. Propolis verde bruta. Fonte: O autor
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o 0O
= OH " "OH

HO Acido p-Cumarico

Drupanina

Figura 3.2. Principais compostos presentes na propolis verde. Fonte: Chang et al., 2008.

3.1.3. Propolis Vermelha

Héa pouco tempo descoberta, a prépolis vermelha (Figura 3.3) foi encontrada
em colmeias ao longo do litoral e dos rios do Nordeste do Brasil (Daughsch et al.,
2007). De acordo com Park et al. (2002), a origem boténica deste tipo de propolis
ainda ndo foi completamente elucidada. Daugsch et al. (2007) encontraram
semelhancas entre a composicdo quimica dos exsudatos resinosos da planta
Dalbergia ecastophyllum e o extrato etanélico da propolis (EEP) vermelha.

16 cm

Figura 3.3. Prépolis vermelha bruta. Fonte: O autor

Ha muitos estudos que exploram a propolis vermelha. Trusheva et al. (2006)
identificaram 14 compostos presentes neste tipo de prépolis, seis destes nunca

mencionados como componentes da prépolis, entre eles fendis, triterpenoides,
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isoflavonas e benzofenonas preniladas. As benzofenonas (Figura 3.4) estado entre os
compostos mais importantes presentes na propolis vermelha. Fasolo et al. (2013)
isolaram benzofenonas presentes em extratos da propolis vermelha e a fracdo
isolada apresentou atividade antifungica frente a espécies do género Candida.
Oldoni (2007) analisou a composicao quimica de EEP vermelha e identificou quatro

isoflavonas, também nunca antes identificadas neste tipo de propolis.

OH  HO. Q.
HO\QZ:J,..*-@’ | Ry

R, O -
Ry O R
Ry Ry Ry Ry Ry
1 2 H 3 H H OMe H
17 OH H

4 OHH OMe
18 H OMe H OH

1: chalcona

2 e 17: di-hidroflavonas

4 o R, 3,4 e 16: isoflavonas
Ohle g
Re 5,6,7 e 18: di-hidroisoflavonas
Ry Ry Ry Ry Ri Ry Ry Ry
5 OH OH H OMe 8 OH H H H Ry Ry Ry R
€ OH OMe H OH 5 OMeH H H bo o R 8,9,10,11, 12 e 13: pterocarpanos
7 OMe OH H OMe 0 OH H H OH 19 OMe DHH OH
18 OH OMe OH OMe 4 04 H OH H 20 OH H OMeOH
E gﬂ EH EMEE 19 e 20: retusapurpurinas

143, 14b e 15: benzofenonas

Figura 3.4. Estrutura quimica dos principais componentes presentes na prépolis vermelha. Fonte:
Piccinelli et al., 2011.

3.2. METODOS DE EXTRACAO

3.2.1. Maceracgao

E o processo na qual a extragdo dos compostos presentes na matéria-prima
vegetal é realizada em recipiente fechado, em temperatura ambiente, durante um

periodo prolongado (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacao do
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liquido extrator. Os liquidos extratores comumente utilizados sdo o etanol e as
solugdes hidroetandlicas (Simdes et al., 2003).

O EEP é o predominante em estudos de propolis e nas industrias
farmacéutica e alimenticia. A maneira mais comum é extrair a fracdo sollvel em
etanol, denominada balsamo, removendo a parte insolivel ou fracdo de cera
(Catchpole et al.,, 2004). Embora o EEP seja o mais empregado, a extragcdo com
outros solventes vem sendo muito utilizada e ja identificou mais de 200 constituintes
(Marcucci, 1995).

3.2.2. Extracdo Supercritica

A utilizacdo de dioxido de carbono (CO,;) como fluido supercritico para
extracdo de produtos naturais € muito vantajosa e vem se destacando frente aos
métodos tradicionais de extragdo, pois além de utilizar um solvente atoxico e ndo
deixar residuos do mesmo no produto final pode ser operado a baixas temperaturas,
evitando a degradacdo de possiveis compostos termolabeis presentes no extrato
final. Além disso, a extracdo com CO, € um método ndo poluente e muito versatil,
uma vez que os parametros de extracdo podem ser facilmente modificados pela
adicdo de outros solventes, polares ou apolares, e também pela mudanca nas
condicbes de extracdo, como pressdo e temperatura (Maul, 1999). Um fluido
supercritico € muito sensivel a pequenas variagcbes de pressdo, temperatura e
densidade (Cassel, 1998). Modificando-se tais parametros, podem-se estabelecer as
condigcbes adequadas para a obtencdo dos compostos desejados, como por
exemplo, os flavonoides. Por serem polares, sdo quase que insoliveis em CO,, mas
quando adicionado um co-solvente como o etanol, ha separacdo de compostos

polares e compostos de alta massa molecular (Maul, 1999; Catchpole et al., 2004).

A extracdo supercritica pode ser definida como a solubilizacdo de
determinados compostos de uma matriz solida ou liguida em um solvente nas
condi¢cbes supercriticas. No processo de extracdo, o CO, é comprimido e liquefeito;
aguecido e pressurizado a uma temperatura e pressao acima do seu ponto critico,

aproximadamente 31°C e 73 bar, respectivamente (Figura 3.5). ApGs atingir o seu
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estado supercritico, condicdo onde possui uma viscosidade analoga a de um gas e
uma capacidade de dissolucdo elevada como a de um liquido, o solvente percola o
leito onde a amostra esta depositada, dissolvendo os componentes presentes na
matéria-prima. Os compostos dissolvidos precipitardo quando o solvente retornar
para o estado gasoso (Cassel et al., 2008).

Presséo

Fluido Supercritico

. Liquido
Solido

- -

Ponto Critico

3.8 har

Gas
Ponto Triplo

b

31.06°C Temperatura

Figura 3.5. Diagrama de fases pressao x temperatura do CO, Fonte: adaptado de Carrilho et al.,
2001.

Os compostos obtidos por esta técnica de extracdo, utilizando CO,, séo
reconhecidos como seguros (Generally Recognised as Safe — GRAS) para uso na

producédo de alimentos e medicamentos (Gerald & May, 2002).

3.3. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DA PROPOLIS

Devido a complexidade e grande variedade de compostos, a propolis possui
uma série de acdes bioldgicas, ja citadas anteriormente. As atividades antifingica e
antioxidante serdo abordadas neste trabalho.

3.3.1. Atividade antifungica

A propolis é o produto das abelhas com importante atividade antifingica, o

que foi observado quando testado em 40 cepas de leveduras de Candida albicans,
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Candida glabrata, Candida krusei e Trichosporon spp, em estudo realizado na
Turquia (Kog et al., 2011). Katircioglu & Yucel (2002) também observaram atividade

contra C. albicans de extratos de propolis coletado no mesmo pais.

Ha uma série de estudos relacionando prépolis com atividade antifangica.
Kujumgiev et al. (1999) testaram a atividade de EEP de diferentes regides
geograficas contra C. albicans e todas as amostras apresentaram atividade

antifngica similar, mesmo originarias de diferentes paises.

A atividade antifungica dos EEP de amostras de propolis coletadas em Séo
Paulo foi verificada em 80 cepas de levedura de Candida, estando entre elas C.
albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondii, resultando maior sensibilidade a

C. albicans, seguido de C. tropicalis, C. krusei e C. guilliermondii (Ota et al., 2011).

Em estudo realizado no México, Quintero-Mora et al. (2008) verificaram
atividade antifungica dos extratos etandlicos e de amostras comerciais de propolis
provenientes de diferentes regides mexicanas, observando maior atividade biologica
no EEP proveniente da regido de Cuautitlan Izcalli, o qual inibiu 94,4% dos isolados

clinicos a uma concentracédo de 0,8 mg/mL.

O aumento na prevaléncia de micoses, 0 aparecimento de cepas fungicas
resistentes aos agentes antimicoticos empregados na atualidade e os efeitos
secundarios que estes Ultimos provocam nos pacientes sdo, sem duavida, alguns
indicadores da necessidade de encontrar novos compostos que cumpram com 0S
requisitos de um antifingico ideal, ou seja, ter um amplo espectro de atividade, acao
fungicida ao invés de fungistatica, estar disponivel em formulacdes oral e parenteral,
causar poucas interacbes medicamentosas, ser seguro em doses eficazes, ser
custo-efetivo e estavel a resisténcia microbiana (Quintero-Mora et al., 2008). Ha
grande procura por novos agentes antifingicos atoxicos e eficientes para aperfeicoar

o controle de fungos patégenos (Kog et al., 2011).
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3.3.1.1. Infecg¢bes causadas por Candida

Infecgbes sistémicas causadas por fungos constituem um grande problema de
salde em muitas partes do mundo, tanto em paises desenvolvidos como em
subdesenvolvidos (Khan & Gyanchandani, 1998). O género Candida vem sendo o
maior causador de micoses oportunistas do mundo e ha uma grande deficiéncia no
tratamento deste patégeno (Pfaller & Diekema, 2004, Pappas et al., 2004; Spellber
et al., 2006).

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia
com que colonizam e infectam o hospedeiro humano (Colombo & Guimaréaes, 2003).
Infecgbes por este fungo envolvem um espectro amplo de doencgas superficiais e
invasivas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de
risco. Estas infec¢cbes se tornaram comuns em pacientes de UTI (Pfaller, 1989;
Kawfmann et al., 2011; Osawa et al., 2013).

A taxa de mortalidade devido a infec¢des por espécies de Candida esta entre
19% a 24%, provocando aumento significante dos custos hospitalares totais, devido
ao maior tempo de internacdo dos pacientes e a intervencado necessaria (Morgan et
al., 2005).

O género Candida é constituido por mais de 100 diferentes espécies, porém
apenas algumas sdo patdgenas para o ser humano (Tabela 3.1). As principais
espécies de interesse clinico sdo C. albicans, C. parapasilosis, C. tropicalis, C.
glabrata, C. krusei, C. guilliermondi e C. lusitaniae (Colombo & Guimaraes, 2003; Li
et al., 2011).

A introducado de triazois, como o fluconazol, nos anos 90 proporcionou uma
nova opcao para o tratamento de infec¢des sistémicas causadas por fungos (Trick et
al., 2002). Consequentemente, medicos comecaram a utilizar fluconazol para
diversas indicacdes clinicas, embora estudos sobre este farmaco ainda néo
estivessem aprofundados (Grasela et al., 2000). Pfaller et al. (1999) observaram que

certas espécies de Candida (C. krusei e C. glabrata) possuem uma tendéncia para a
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diminuicdo da susceptibilidade ao fluconazol. O desenvolvimento do mecanismo de
resisténcia de certas espécies de leveduras é associado com exposicoes repetidas

ou continuas de baixas doses do medicamento.

Quadro 3.1. Espécies encontradas com maior frequéncia e suas associagdes clinicas. (Adaptado de
Rex et al.,1998)

Espécies Frequéncia  Viruléncia Associacédo Clinica
C. albicans 42%-65% Alta Mais comum
C. tropicalis 11%-25% Alta Cancer
C. glabrata 7%-15% Baixa Cancer
C. parapsilosis 7%-18% Variavel Dipositivos de plastico, hiperalimentacao
C. krusei 1%-4% Baixa Céncer
C. lusitaniae 1%-2% Baixa Céancer

3.3.2. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante de um composto é determinada por alguns fatores
como a reatividade com o agente doador de elétrons, o potencial em quelar metais
de transicdo, a reatividade frente outros compostos antioxidantes e o destino do

derivado do radical antioxidante (Rice-Evans, 1997).

Os fenilpropanois, flavonoides e acidos fendlicos séo estruturas importantes
que contribuem para esta atividade, e suas estruturas quimicas determinam sua
acao antioxidante. Geralmente, quanto maior o numero de hidroxilas presentes em
suas estruturas quimicas, maior a atividade como agente doador de hidrogénio e
elétrons (Cao et al., 1997).

Os flavonoides podem afetar a atividade de varios sistemas, estando entre

eles a capacidade de a inibicado da ativacdo de enzimas envolvidas na conversao de
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acidos graxos poliinsatirados para ativar mediadores, como a fosfolipase A2,
cicloxigenase e lipoxigenase e combatendo radicais livres (Nagai et al., 2003).

A propolis brasileira possui em sua composicdo quimica principalmente
derivados de &cidos fendlicos, sendo capaz de eliminar os radicais livres protegendo
a membrana celular contra a peroxidacao lipidica, tornando-a um potente agente

antioxidante (Marcucci et al., 1998).

Ha diversos estudos relacionando atividade antioxidante com o teor de
compostos fendlicos. Park et al. (2000) confirmaram elevada atividade antioxidante
em EEP de vérias regiées do Brasil através do método de oxidacdo acoplada do 13-
caroteno e do acido linoléico, afirmando que ja esperavam tamanha atividade devido
a presenca dos compostos fendlicos nos EEP.

Cabral et al. (2009) avaliaram extratos com polaridades crescentes obtidos
em amostras de prépolis vermelha oriundas do Estado de Alagoas. Os EEP e suas
fragOes apresentaram forte atividade antioxidante e antibacteriana, estando esta

relacionada com o conteudo de polifenois.

Existem diferentes métodos de determinacdo da atividade antioxidante,
alguns baseados na captura de determinados radicais, outros baseados no poder de
reducdo dos metais e na quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacao
de lipideos. O método de determinacdo da atividade antioxidante a ser utilizado
neste estudo é a captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil — DPPH (Rufino et al.,
2007).

O DPPH caracteriza-se como um radical livre estavel por virtude da
localizacdo de um elétron livre sobre toda a molécula. Esta localizacdo do elétron
gera uma coloragéo violeta, caracterizada por uma banda de absor¢cdo em etanol em
cerca de A = 520 nm. Quando adicionado substrato (antioxidante ou uma espécie
radicalar) a solucdo de DPPH, ha doacédo de um atomo de hidrogénio, estabilizando
a molécula de DPPH e gerando um decréscimo na absorbancia (Figura 3.6),
caracterizado pela mudanca da coloracdo violeta para amarela (Halliwell &
Gutteridge, 2007).
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Figura 3.6. Estrutura do DPPH antes e depois da reagdo com o antioxidante (AH). Fonte: Adaptado
de Halliwell & Gutteridge, 2007.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras e preparo

As amostras de prépolis foram adquiridas da empresa Natucentro Industria e
Apiarios Centro Oeste Ltda. (Mamboi — MG) em Novembro de 2011. As amostras de
propolis vermelha apresentam coloragdo marrom avermelhada e parecem ser menos
quebradicas do que as de propolis verde. Visualmente, a propolis verde possui

coloracdo esverdeada e ambas as amostras possuem aroma caracteristico.

Foram realizados dois procedimentos de extragdo supercritica. Inicialmente,
as extracbes em meio supercritico foram realizadas a partir de ambas as amostras
de propolis na forma bruta. Estas foram congeladas (para facilitar a trituracéo),
trituradas e pesadas. Apds, a extracao foi realizada em pressdes sucessivas de 90 a
300 bar.

Posteriormente, um novo procedimento de extracdo foi realizado: a extracao
supercritica a partir dos EEP impregnados em papéis filtro. Nesta nova extracao as
amostras brutas foram processadas de maneira idéntica a extracdo supercritica
anterior, porém passaram por uma etapa prévia de maceracdo. A maceragdo foi
realizada atraves da diluicdo 1:1 (m/m) com etanol 70% (v/v) em aproximadamente
50 gramas de amostra, e 0 sistema foi armazenado em ambiente fechado a
temperatura de 25 °C por um periodo de duas semanas (Fianco et al., 2013). Esse
procedimento foi repetido trés vezes, visando esgotar o material. Posteriormente, 0s

EEP foram reunidos, filtrados e impregnados em papéis filtro qualitativos.
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4.2. Extracdo Supercritica

A extragdo com CO, supercritico foi realizada em uma unidade piloto de
extracdo supercritica (Cassel et al., 2011) que fica localizada no Laboratério de
Operacdes Unitarias, na Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul.
(Figura 4.1).

Figura 4.1. Unidade piloto de extragdo por fluido supercritico. Fonte: Scopel, 2013.

O processo de extracdo (Figura 4.2) consiste na pressurizagdo do dioxido de
carbono até suas condi¢cdes de pressdo e temperatura acima de seu ponto critico,
através de uma bomba de alta pressédo. O CO; liquido armazenado no cilindro (C1) é
encaminhado para um trocador de calor (HE1), o qual impede a mudanca de estado
do solvente. Ainda liquido, o CO, € pressurizado em uma bomba de alta presséo
(P1- Maximator® — G35) e aquecido em um trocador de calor (HE2), entrando na
regido supercritica. A partir dai, o CO, em condicdes supercriticas percola o leito
(EV1) onde esta presente o material vegetal. Este entdo é parcialmente solubilizado
e seus compostos sdo conduzidos até uma zona de baixa pressado (VS1 e VS2), na
qgual ocorre a expansao do fluido através de uma valvula (MV1-Hoke®-icromite®
1600), precipitando os compostos de interesse.
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Figura 4.2. Fluxograma da unidade piloto de extracéo supercritica. Fonte: Scopel, 2013.

Na extracdo supercritica a partir da propolis bruta, os fragmentos obtidos no
preparo das amostras (descrito no item 4.1) foram colocados no vaso extrator e
submetidos as pressbes 90, 120, 150, 200, 250 e 300 bar, sucessivamente, a
temperatura de 40°C, sendo recolhidos seis extratos da prépolis vermelha e seis
extratos da prépolis verde, totalizando doze extratos supercriticos (Figura 4.3). Apos
a extracao, foi realizada a retirada de ceras com acetona. O rendimento global foi
calculado através da raz&o entre a massa total extraida e a massa inicial da amostra
bruta e, como as extracdes nas pressoes 90, 120, 150, 200, 250 e 300 bar foram
realizadas a partir da mesma amostra, obteve-se dois valores totais de rendimento:

um para a prépolis vermelha e um para a propolis verde.

Propolis Propolis
Vermelha Verde
Bruta Bruta

U U

a0 120 150 90 120 150
200 250 300 200 250 300

Figura 4.3. Esquema utilizado no método de extragdo supercritica inicial a partir da prépolis bruta.

No segundo procedimento de extracdo, os EEP da prépolis verde e vermelha
impregnados em papéis filtro foram submetidos as pressfées 90, 150 e 300 bar, a
40°C obtendo-se em um total, 6 extratos, como pode ser observado na Figura 4.4.

Para cada pressdo, os papéis filtro impregnados foram trocados por outros que
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ainda ndo haviam sido utilizados. Estes novos papéis impregnados foram sujeitos a
uma diferente pressdo e completamente esgotados. Apds a extracdo a pressao
especifica, a tubulacéo foi lavada, removendo os compostos extraidos na pressao

anterior.

As curvas de rendimento do extrato versus tempo foram construidas
determinando, a cada 5 minutos, a massa de extrato obtida. O processo foi
finalizado com o esgotamento da amostra na sua respectiva pressao, isto é, em trés
intervalos seguidos ndo se observou variacdo na massa de extrato. As extracdes
tiveram uma duracdo meédia de aproximadamente duas horas para cada condicéo de
pressdo. Foram obtidos ao total valores de rendimento para as seis condigbes
estudadas devido a troca dos papéis de filtro a cada nova pressao.

EEP

EEP EEP
Impregnado Impregnado Impregnado
Verde Verde Verde
90 bar 150 bar 300 bar
EEP EEP EEP
Impregnado Impregnado Impregnado
Vermelha Vermelha Vermelha
90 bar 150 bar 300 bar

impregnados em papéis filtro.

Figura 4.4. Esquema utilizado no segundo método de extracdo supercritica a partir dos EEP
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4.3. Analise cromatografica

4.3.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

ApOs a etapa de extracdo, uma comparacdo cromatografica por CCD foi
realizada a fim de observar, através dos tempos de retencdo, a existéncia de alguma

diferenca nas composi¢des quimicas dos extratos supercriticos.

Com um capilar, aliqguotas dos extratos foram aplicadas em forma de bandas
a uma placa de silica gel GF2s4 € foram empregados como fase mével diclorometano
a 100%. Apos a migracdo dos solventes, as placas cromatograficas foram
armazenadas por 24 horas até a total volatilizacdo da fase movel. Posteriormente,

uma solugéo de vanilina sulfurica foi utilizada como revelador (Fianco et al., 2013).

4.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As anadlises por CLAE (Agilent, modelo 1200 Series com detector UV) foram
feitas de acordo com o método descrito por Chang (2008). Foi empregada uma
quantidade de aproximadamente 30 mg dos extratos supercriticos de prépolis. Em
seguida, foram filtrados em um filtro Millipore (0,22u, Whatman) e um volume de 20
puL de cada amostra foi injetado no aparelho. A fase mdvel utilizada foi metanol e
agua/acido formico (0,5%), iniciando com metanol a 20% e, ap6s 40 minutos, O
elevando a 100%, com fluxo de 1 mL/min. A coluna utilizada foi um C18 (4,6 x 250
mm x 5 um) e o comprimento de onda utilizado no detector foi de 345 nm. A corrida

foi de 60 minutos.

4.3.2.1. Padroes

Os padrbes utilizados neste estudo foram acido cumarico (Sigma-Aldrich),
canferol (Sigma-Aldrich) e uma fracdo de propolis vermelha enriquecida em
benzofenonas (fornecida pelo Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul). A fracdo de benzofenonas
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utilizada como padréo foi obtida através do estudo de Fasolo et al. (2013), o qual
identificou os compostos como sendo xantoquimol, gutiferona E e oblongifolina A. 20
pL de uma concentracdo de 1,25 mg por mL de metanol foi injetada para cada
padrdo e analisada utilizando o mesmo método analitico descrito no item anterior.
ApoOs a corrida, os tempos de retencao foram determinados e comparados com 0s

dos compostos presentes nos extratos supercriticos obtidos.

4.4. Atividade antifungica

Um ensaio preliminar para avaliagdo da atividade antifingica da propolis
verde e vermelha foi realizado. As amostras utilizadas neste ensaio foram as
fracdes extraidas por fluido supercritico a 120 bar a 40 °C obtidas a partir da

prépolis bruta (conforme descrito no item 4.2 ).

4.4.1. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM)

Para verificacdo da suscetibilidade dos micro-organismos isolados aos
extratos de propolis obtidos, a metodologia utilizada foi o teste de microdiluicdo em
caldo, seguindo o método proposto e padronizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), também segundo o protocolo M-27-A3 (CLSI, 2008) para

quantificacao.

4.4.1.1. Micro-organismos utilizados

Os micro-organismos utilizados foram quatro espécies de Candida
consideradas emergentes: Candida krusei, Candida glabrata, Candida parapsilosis e
Candida tropicalis. Para cada espécie, trés cepas foram testadas: Candida krusei
CK02, CK03 e CK04, Candida glabrata RL02, RL0O3 e CG03, Candida parapsilosis
RLO1, RL13 e CP04 e Candida tropicalis RL16, RL17 e CT09.
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4.4.1.2. Preparo do indculo antifingico

Tomando-se como referencial o método de microdiluicdo, segundo as
recomendac¢des do documento M27-A3 da CLSI (2008), as leveduras foram
cultivadas em placas de Petri estéreis com agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol a 32°C por 24 horas. As leveduras entdo foram suspensas em solucéo
estéril de salina a 0,9% (m/v) e ajustadas até atingirem a escala numero 0,5 de
McFarland, que corresponde a 1,5 x 106 UFC/mL. Em seguida, foi realizada a
diluicdo 1:50 em solucéo salina estéril e, a partir desta, foi diluido 1:20 em caldo
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 para obter-se o inéculo com

concentracéo de 1x10° a 5x10° UFC por mililitro, o qual foi utilizado no experimento.

4.4.1.3. Preparo das amostras

As amostras foram diluidas em DMSO 2% (v/v), chegando & concentracao
final de 1 mg/mL. As concentragOes utilizadas para este ensaio foram obtidas
através de diluicdes seriadas nas microplacas estéreis a partir de 200 yL caldo
Sabouraud, adicionando-se apo6s 100 pyL das suspensfes dos indculos das quatro
cepas fungicas, obtendo-se valores de 250 uyg/mL, 62,5 yg/mL, 31,25 ug/mL, 15,6
pg/mL, 7,8 pg/mL, 3,9 ug/mL, 1,9 uyg/mL e 0,8 ug/mL.

Como controle positivo, foram adicionados 100 yL caldo RPMI e 100 uL de
inoculo (preparado como descrito anteriormente) de cada variedade de fungo. Como
controle negativo, 200 uL de caldo RPMI. Os testes foram realizados em triplicata.

Em seguida, as microplacas foram tampadas e incubadas a 35 °© C por 48
horas em estufa bacteriologica. Apdés o tempo de incubacdo necessério, a leitura
macroscopica da placa foi realizada através de analise visual, verificando a formacao
ou ndo de aglomerados de células no fundo das cavidades da placa. A CIM foi
determinada através da menor concentracdo capaz de inibir o desenvolvimento e o
crescimento visivel das cepas; e a CFM, através da menor concentracdo do extrato

capaz de matar as leveduras.
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4.5. Acao antioxidante

O método de determinacgéo da atividade antioxidante utilizado neste estudo foi
a captura do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), proposto por Brand-Williams
et al. (1995) e modificado por Rufino et al. (2007).

Uma solugéo etandlica de DPPH foi preparada a uma concentracdo de 0,06
M. Protegidas da luz e em ambiente escuro, aliquotas da solucédo foram lidas em
espectrofotometro (Biospectro SP-220) a A = 515 nm. Como branco, utilizou-se o

etanol. Como controle positivo, o flavondide quercetina foi utilizado.

Separadamente, 0,05 g das amostras de propolis verde e vermelha foram
diluidas em 1 mL de etanol. A partir desta diluicdo, mais duas diluicbes foram

realizadas, obtendo-se concentragdes de 50% e 25% (m/v).

As diluicbes foram feitas em uma solucdo de alcool etilico absoluto P.A
(Merck) e de radical livre DPPH. Através de um espectrofotdmetro modelo SP-220
(Bioespectro em comprimento de onda de A =515 nm), as leituras das absorbancias
foram realizadas para cada concentracdo até a total estabilizacdo do sistema, para a
posterior constru¢cdo da curva de absorbancia versus tempo, a qual permite a
verificagcdo da existéncia de acao oxidante das amostras (Brand-Williams et al.,
1995). A partir destes dados foi possivel determinar o ICsg, expresso em grama de
extrato por grama de DPPH, que corresponde a concentragcdo de antioxidante

necessaria para reduzir em 50% a concentracéo inicial do radical DPPH.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A definicdo das condi¢des operacionais do processo de extracado supercritica
foi dificil de ser obtida devido a falta de dados na literatura. Porém, foi observado
gue a maioria dos trabalhos encontrados realizava a extracao supercritica a partir do
EEP (Calado et al., 2008; Paviani et al., 2010; Paviani et al., 2012). De acordo com
Catchpole et al., (2004), a propolis ndo é muito solivel em CO, supercritico, porém

se torna muito mais soltvel em CO, + etanol.

A impregnacdo dos extratos em papel filtro foi realizada devido a grande
dificuldade de extracdo a partir da propolis bruta, a qual provocou entupimento da
tubulacdo do equipamento, por seu alto teor de resinas. O novo método utilizado
consistiu em realizar as extracbes a partir dos EEP, de ambas as propolis,

impregnados em papéis filtro, eliminando previamente as ceras e resinas.

5.1. Rendimento

A extracdo supercritica realizada a partir da propolis bruta apresentou baixos
rendimentos devido & quantidade elevada de ceras e resinas. As resinas dificultam o
processo de extracdo devido a suas propriedades aderentes e de dificil remocao
levando ao acumulo de amostra na tubulacdo do equipamento. O rendimento total
obtido dos extratos a partir da propolis vermelha e verde bruta foram,
respectivamente, 7,20% e 4,56%. Os baixos valores de rendimentos também podem
ser explicados pelo dificil acesso do CO, supercritico pela matéria bruta, com
passagem apenas na area mais superficial das amostras, ndo permeando seu
interior. Com os extratos impregnados em papéis filtro a area a ser permeada se

torna muito maior, pois a remocao de ceras aumenta 0 acesso ao interior do extrato,
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facilitando a passagem do CO, e a solubilizacdo e transporte dos compostos de

interesse e, consequentemente, aumentando o rendimento.

Paviani et al. (2012) realizaram extracao supercritica a partir da propolis verde
bruta e de seu extrato etandlico seco, utilizando etanol como co-solvente em
concentracdes crescentes. Observaram que os rendimentos da extracdo a partir da
propolis bruta sem adi¢do de co-solvente apresentaram valores muito menores (3 a
7%). Quando se empregava solvente supercritico com concentracdes crescentes de
etanol, o rendimento aumentava significativamente, chegando a valores de

rendimento de até 51%.

Os extratos supercriticos a partir dos EEP impregnados em papéis filtro
apresentaram rendimentos crescentes em relacdo ao aumento da pressao. Quando
se eleva a pressao do processo, o poder solvente do CO, aumenta, pois ha aumento
de sua densidade. Consequentemente, ha um aumento da capacidade de solubilizar
compostos de elevadas massas molares, justificando a maior massa obtida nas

pressdes mais altas (Brunner, 1994).

Nas curvas de rendimento apresentadas no grafico da Figura 5.1, pode-se
observar aumento significativo nos rendimentos da propolis verde e vermelha de 90
a 300 bar, isto é, de 6,22% a 44,25% para a propolis vermelha e de 5,95% a 21,80%

para a propolis verde.

A partir dos dados experimentais das curvas de rendimento versus tempo é
possivel realizar a modelagem das mesmas usando modelos de transferéncia de
massa (Vargas et al., 2006; Almeida et al., 2013; Vargas et al.,, 2013). Este
procedimento € de grande relevancia quando da realizacdo do scale-up do processo

de extracao supercritica.
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Figura 5.1. Rendimento versus tempo da extracdo supercritica dos extratos etanolicos da prépolis

verde e vermelha.

5.2. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os extratos supercriticos obtidos a partir do EEP e a partir da propolis bruta
apresentaram perfis cromatograficos muito semelhantes, possuindo tempos de
retencdo e coloracdo muito similares (Figura 5.3). A similaridade na composicao

quimica também foi observada entre as diferentes pressdes de cada tipo de extrato.

A partir dos resultados obtidos pela CCD, onde nao se observou diferencas
significativas, definiu-se pela realizacdo de andlises por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). O emprego desta metodologia analitica teve como objetivo
avaliar as diferencas de concentracdes de compostos presentes nos extratos obtidos
a diferentes pressdes, assim como avaliar a possiblidade de identificar os compostos

a partir do uso de padroes.
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Figura 5.2. Perfis cromatograficos dos extratos supercriticos da prépolis verde e vermelha nas
condig¢bes 90, 120, 150 e 300 bar a partir da (a) propolis bruta e a partir dos (b) EEP impregnados nas
condig¢des 90, 150 e 300 bar. Fase mavel utilizada: diclorometano a 100%.

5.3. Analise por CLAE

5.3.1. Padroes

Os tempos de retencdo dos padrbes injetados no CLAE foram de
aproximadamente 8 min para acido cumarico e 23 min para o canferol (Figura 5.3). A
amostra enriquecida em benzofenonas apresentou picos abundantes na regiao de
aproximadamente 43 min. Estes padrées sdo muito relatados como compostos
importantes presentes na propolis verde e vermelha, respectivamente. (Trusheva,
2006; Hata et al., 2012).
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Figura 5.3. Cromatogramas (CLAE) dos padrdes de acido cumarico, canferol e da amostra

enriquecida com benzofenonas.

5.3.2. Propolis Verde

Os perfis cromatograficos dos trés extratos de EEP de propolis verde
mostraram-se bastante semelhantes (Figura 5.4), apresentando compostos
majoritarios que sdo praticamente comuns a quase todas elas, como por exemplo,
0S compostos presentes entre os tempos de retencdo aproximados de 20 a 40
minutos. Nas condicbes de analise, ndo se observa presenca significativa de

compostos com tempos de retencao inferiores a 19 minutos.

Na Figura 5.4 € possivel observar que a fracdo obtida a 90 bar,

diferentemente das outras fracbes obtidas, apresentou um pico com grande
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intensidade no tempo de retencdo proximo a 20 min. Utilizando o estudo de Chang
et al. (2008) como comparacao, infere-se que este pode ser um composto derivado
do acido cindmico, o qual pode ser obtido em concentracbes maiores na condicao
90 bar, pois os autores analisaram extratos etanolicos de prépolis verde por HPLC-
APCI-MS e CH-MS identificando, principalmente pelo método de HPLC-APCI-MS,
compostos derivados do acido cinamico, flavonoides, acido benzoicos, aromaticos
nao hidroxilados e acidos e ésteres alifaticos. Chang e colaboradores determinaram
gue a artepelina C, por ser um composto mais apolar, esta localizada na regiao final
do cromatograma, com tempo de retencédo proximo a 39 minutos, logo é possivel
inferir que este composto esteja também presente nos extratos obtidos, pois se
observa na Figura 5.4 a presenca de picos majoritarios entre 33 e 38 minutos e,
através disso, pode-se dizer que sdo que apresentam mesmo perfil quimico que a
artepelina C .
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Figura 5.4. Cromatogramas (CLAE) dos extratos supercriticos obtidos a partir dos EEP da prépolis

verde.



41

(A) (B)

AJ\_@J\M | - ,ﬂi Ay Lx

T T T T T T
10 20 20 40 10

(A) 90 bar {(B) 120 bar

- | ©

|
l i ,
i | AL
. JLWW M J\MU\Jwﬂ \'{Ll'\ | \ &J\ \K«M JL o \kJ\W J 1\[ JU \ \Im \\’““"“w\ﬁn_

T T T T
'I[] 20 30 40

(C) 150 bar (D) 300 bar

Figura 5.5. Cromatogramas (CLAE) dos extratos supercriticos obtidos a partir da prépolis bruta verde
nas condi¢des 90, 120, 150 e 300 bar.

5.3.3. Propolis Vermelha

Os resultados das andlises cromatograficas dos extratos supercriticos de EEP
de propolis vermelha sédo apresentados na Figura 5.6, onde observa-se a presenca
de alguns picos majoritarios idénticos para os extratos obtidos em diferentes
condicdes de pressdo, porém em concentragcfes diferentes. Na condicdo 90 bar ha
presenca de um composto em aproximadamente 35 min, o qual apresentou
abundéancia de 23,7% e, nas condi¢cdes 150 bar e 300 bar, sua abundancia é de
55% e 2,1%, respectivamente. Através disso, observa-se que modificando

parametros de processo como a pressao héa alteragdo na composi¢ao dos extratos.
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Também pode ser observada na Figura 5.6, nas condi¢cdes de pressao 150 e
300 bar, a presenca de um pico duplo majoritario abundante em 43 min, ausente na
condi¢céo 90 bar. Este pico possui tempo de retencdo semelhante ao pico presente
nos cromatogramas da amostra enriquecida com benzofenonas (Fasolo et al., 2013),
0 que infere a presenca destes compostos nos extratos supercriticos da propolis

vermelha, nas condi¢bes de pressdes maiores.

Segundo Fasolo e colaboradores, o xantoquimol e a gutiferona E possuem
estrutras quimicas idénticas por serem isdmeros, havendo diferenca apenas na
posicdo de uma ligacdo dupla (Figura 5.7). Esta semelhanca impossibilita a
separacao e identificacdo destes compostos por CLAE, estando eles presentes em
um sO pico, como pode ser visto na Figura 5.6. O pico menor, ao lado direito, foi

identificado no estudo de Fasolo como a oblongifolina A.

A Figura 5.6 e 5.8 apresentam 0s cromatogramas dos extratos de proépolis
vermelha obtidos a partir do EEP e da matéria prima bruta, respectivamente. Atraves
de uma andlise destas figuras pode-se observar que a variagcdo na concentracao de
benzofenonas é diretamente proporcional com a variavel pressao, isto €, com o
aumento da pressdo aumenta a concentracdo de benzofenonas nos extratos

supercriticos.

As benzofenonas ja foram relatadas como compostos presentes na
propolis vermelha e marrom (Tomas-Barberan et al.,1993; Trusheva et al., 2006).
Estas possuem uma gama de atividades biologicas, destacando-se a acéo
antioxidante e antimicrobiana. Sdo considerados os compostos mais abundantes na

prépolis vermelha e os responsaveis pela maior atividade antioxidante.
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Figura 5.6. Cromatogramas (CLAE) dos extratos supercriticos dos EEP da prépolis vermelha. (1,2)

xantoquimol e gutiferona E; (3): oblongifolina A.
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Figura 5.7. Benzofenonas preniladas presentes nos extratos supercriticos dos EEP da prépolis

gutiferona E

oblongifolina A

vermelha nas condi¢des 150 e 300 bar.
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Os cromatogramas dos extratos supercriticos da partir da amostra bruta foram

muito semelhantes, assim como os da propolis verde, ndo havendo diferencas na

composicdo quimica nas diferentes condi¢cdes utilizadas. Observa-se também

presenca das benzofenonas no tempo de retencao de 43-44 min (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Cromatogramas (CLAE) dos extratos supercriticos obtidos a partir da prépolis bruta

vermelha nas condic¢des 90, 120, 150 e 300 bar.
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5.4. Atividade Antioxidante

Os resultados das analises da atividade antioxidante dos extratos obtidos a
partir dos EEP de prépolis sdo expressos em ICsp. O ICsp representa a quantidade
necessaria do extrato da planta para reduzir em 50% a concentracdo de DPPH.
Quanto menor o IC50 menos extrato sera necessario para que ocorra esta reducao,
ou seja, quanto mais baixo os valores de ICsp, maior sera a atividade sequestradora

de radicais livres e, consequentemente, maior a atividade antioxidante.

As fracdes supercriticas obtidas a partir dos EEP de ambas as propolis
apresentaram excelente atividade antioxidante com valores de IC50 inferiores ao da
guercetina (0,10 g extrato/gpppy), flavonoide conhecido por sua elevada atividade
antioxidante e utilizado como controle positivo neste estudo. A fracdo supercritica 90
bar foi a que apresentou maior potencial antioxidante, sendo necessario apenas
0,05g de seu extrato para reduzir em 50% 1,0 g de DDPH. Os resultados obtidos
para o IC50, expressos em gextrato/gpppH, SA0 apresentados na Tabela 5.2.

Tabela 5.1. Valores de ICs, dos extratos supercriticos de EPP de propolis verde e vermelha obtidos a

40°C
P(bar) Propolis Verde Propolis Vermelha
(Qextrato/gpPPH) (Qextrato/9pPPH)
90 0,05 0,08
150 0,09 0,09
300 0,09 0,10

A acdo antioxidante das propolis verde e vermelha esta relacionada ao teor
de compostos fendlicos presente nas amostras. Trusheva et al., (2006) observaram
boas atividades antioxidantes em fracdes de prépolis vermelha contendo as
benzofenonas preniladas xantoquimol e gutiferona E (figura 5.7). Estas
benzofenonas sdo consideradas as mais importantes antioxidantes e os compostos

mais abundantes na prépolis vermelha.
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5.5. Atividade Antifungica

A atividade antifungica foi avaliada preliminarmente, com objetivo inicial de se
observar apenas presenca ou ndo desta acdo. Os extratos supercriticos
selecionados para esta analise foram os obtidos nas seguintes condi¢des: P = 120
bar, T = 40°C e matéria prima = prépolis bruta. Esta selecéo foi fruto da condicao

gue em que se obteve a maior massa de extrato.

Devido a semelhanca entre as composicfes quimicas dos extratos
supercriticos das propolis verde e vermelha obtidos a partir da propolis bruta a 120
bar, 40°C e as composi¢cbes quimicas dos extratos obtidos a partir dos EEP
impregnados se definiu ndo estender os ensaios de atividade antifingica aos demais
extratos. Somado a este fato, a nédo elucidacdo completa da composicdo quimica
dos extratos supercriticos foi outro fator que influenciou nesta deciséo, visto que néo
seria possivel identificar um composto ou um grupo de compostos responsaveis pela

atividade antifingica dos mesmos.

O extrato da propolis verde analisado ndo apresentou atividade contra as
cepas testadas do género Candida e o da propolis vermelha apresentou atividade
antifngica, como pode ser observado na Tabela 5.2. Quando apenas o crescimento
do fungo é inibido, mas ndo ha desaparecimento/morte deles, pode-se dizer que a
amostra possui uma atividade fungistatica. Quando ha morte do fungo, possui

propriedade fungicida.

Todas as cepas testadas mostraram ser sensiveis aos extratos da propolis
vermelha. Dentre espécies C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C.tropicalis
testadas, a que demonstrou ser mais sensivel foi a C. glabrata, destacando-se a
cepa RLO3, a qual possui uma CIM de 31,2 ug/mL As espécies mais resistentes
foram as cepas de C. tropicals, com valores de CIM variando de 250-500 pg/mL,
porém, além de inibicdo do crescimento destas, houve também atividade fungicida.
O extrato da propolis vermelha utilizado também possui atividade fungicida frente a

duas cepas de C. parapsilosis.
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Tabela 5.2. Concentracao Inibitéria Minima e Fungicida Minima dos extratos supercriticos obtidos a

partir da propolis vermelha a 120 bar e 40°C.

6. Cepas 7. Extrato Supercritico

8. 9. MIC (ug/mL) 10. MFC (ug/mL)
11. candida glabrata RL02 12. 625 13. #
14. candida glabrata RLO3 15. 31,25 16. #
17. candida glabrata CG03 18. 625 19. #
20. candida krusei CK02 21. 62,5 22. #
23. Candida kruse CKO03 24. 250,0 25. #
26. Candida kruse CK04 27. 250,0 28. #
29. cCandida parapisilosis 30. 1250 31. 250*
RLO1

32. Candida parapisilosis 33. 1250 34. #
RL13

35. cCandida parapisilosis 36. 125,0 37. 500*
CP0O4

38. cCandida tropicalis RL16 39. 500,0 40. 500*
41. candida tropicalis RL17 42. 250,0 43. 500*
44, cCandida tropicalis CT09 45. 500,0 46. 500*

# Atividade Fungistatica = MIC e MFC > 500 pg/mL
* Acdo Fungicida

Para todas as cepas das espécies C. glabrata e C. krusei e a cepa RL13 da
espécie C. parapsilosis, o extrato da propolis vermelha possui apenas propriedades

fungistaticas.

Observa-se que os resultados apresentados na Tabela 5.2 estdo em sintonia
com estudos prévios publicados na literatura. Segundo Queiroz (2010), que
estudou a atividade de extratos etandlicos de trés tipos de propolis contra espécies
de Candida através da CIM e CFM, as fracdes da propolis vermelha foram as que
apresentaram menores valores de CIM. Todas as cepas apresentaram atividade
fungicida e, dentre as estudadas neste trabalho, a C. tropicalis apresentou uma
CIM de 2.0 pg/mL. Enquanto isso, Fasolo et al. (2013) observou atividade de EEP
da propolis vermelha frente cepas do gérero Candida e concluiu que tal atividade

era devido a presenca de benzofenonas.



48

47. CONCLUSOES

A partir dos estudos realizados, pode-se observar que o fracionamento dos
extratos etandlicos de prépolis verde e vermelha utilizando CO, supercritico é um
meétodo viavel para extracdo de certos compostos presentes na propolis, porém é

necessario realizar uma caraterizacao mais aprofundada dos extratos supercriticos.

A extracdo a partir de EEP impregnados em papéis filtro apresentou maior
rendimento do que a extracdo a partir da propolis bruta, consequéncia da remocao
prévia de ceras da matéria prima, promovendo assim o0 aumento da area superficial
e aumentado do acesso aos compostos de interesse. Quanto a composi¢ao
guimica dos extratos supercriticos € possivel concluir que o pré-tratamento da
matéria prima, isto € uso da propolis bruta ou dos EEP de propolis, ndo influi
significativamente nos resultados, pois a diferenca entre nos cromatogramas nao é

evidente para os extratos obtidos em diferentes condi¢des e analisados por CLAE.

A partir das analises da atividade antifungica € possivel concluir que o
extrato supercritico da préopolis vermelha apresenta atividade frente a diferentes
cepas de Candida, sendo que possui maior acado contra as cepas de Candida
glabrata. Tal atividade pode ser justificada pela presenca das benzofenonas
preniladas gutiferona E, xantoquimol, e oblongifolina A, as quais foram observadas
neste estudo que sdo compostos caracteristicos da propolis vermelha. Por outro
lado, concluiu-se que os extratos da prépolis verde ndo apresentaram acao contra

as cepas de Candida estudadas.

A atividade antioxidante foi verificada em todas as condi¢cdes de pressdo de
ambos os tipos de prépolis, apresentando baixos valores de ICsg, demonstrando
boa acdo contra radicais livres. Esta atividade esta relacionada ao teor de
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compostos fendlicos presente nos extratos como, por exemplo, o teor de artepelina
C, composto caracteristico da propolis verde e de benzofenonas, presentes na

prépolis vermelha.

Em relacdo ao processo extrativo, observou-se que a variavel pressao influi
diretamente na composicdo dos extratos supercriticos, isto €, para pressdes mais
elevadas, no caso da propolis vermelha, ocorre um aumento na concentracdo de

benzofenonas, produtos com atividades bioldgicas ja conhecidas.
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