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APRESENTACAO

Com o avango da ciéncia, é evidente a necessidade da busca a saude
e o caminho através de meios naturais, tem sido cada vez mais trilha-
do, o que abrange a alimentagdo, higiene, trabalho, familia, atividade
fisica, estado emocional, dentre outros, afetando a modulagdo genética,
mental e principalmente as estruturas organicas e fisiologicas desde a
formagao do ser humano no ventre até sua vida adulta.

Com o objetivo de capacitar profissionais de diversas dreas que pos-
sam estar envolvidos na “seguranca” da higienizacdo, manipulagio,
processamento, fabricagdo, comercializagao de alimentos, o Instituto
Federal do Ceara Campus de Sobral criou, em 2015, o Curso de Espe-
cializacao em Gestao da Qualidade e Seguranca dos Alimentos. Entre
as varias contribui¢oes do programa, temos a Coletdnea de Pesquisas
Académicas.

O objetivo principal é servir como fonte de estudo e consulta, tanto para
os estudantes no ambito das areas de alimentos, como para profissionais
da satde, com enfoque mais didatico, cientifico e atual. Podera ser utiliza-
do em diversos estabelecimentos que envolvam manipulagdo de alimentos:
restaurantes, lanchonetes, hospitais, hotéis, escolas, creches, aeroportos até
mesmo ambientes domiciliares.

Os profissionais convidados para escreverem os doze capitulos foram
escolhidos por seus relevantes trabalhos em suas respectivas especialida-
des na area de Seguranga Alimentar e Nutricional, encontrando-se aptos
a abordar com profundidade os temas discorridos. Dessa forma, os temas



abordados serdo de grande valia para os leitores que buscam garantir a
qualidade dos seus servigos visando a satde, através de alguns aspectos
como ingestdo, absor¢ao, excre¢io adequados de todos os alimentos a se-
rem consumidos.

Estardo a disposi¢ao dos leitores conhecimentos sobre aspectos hi-
giénicos e sanitarios em unidades de alimentagdo e nutrigio (UAN) e
aplica¢ao do manual boas praticas de fabricagdo tanto em escolas, como
em restaurante hospitalar, self-service, lanchonetes, padarias etc., aju-
dando de forma explicativa e mais aprofundada, os profissionais que
atuardo na area de seguranga alimentar.

Uma outra abordagem bem interessante neste livro, ¢ a elaboragao
de um roteiro de histéria em quadrinhos para trabalhar a seguranga
de alimentos com criancas do ensino fundamental I, dando subsidios
desde a infancia, orientagdes e ensinamentos a respeito de como manter
a saude através dos meios de higienizagao e manipulagao de suas refei-
¢oes, sendo estas criangas possivelmente mediadoras de mais saude e de
informagdes educativas para nosso futuro.

Com o surgimento da pandemia por COVID-19, tornou-se ainda
mais importante a seguranca alimentar para evitar ou amenizar a ex-
pansao da contamina¢ao do virus. Nessa coletanea temos 3 capitulos
que abordam ferramentas adaptadas através de evidéncias cientificas
para a realidade dos setores estudados, gerando orientagdes e protoco-
los com uma linguagem possivel de promover conhecimentos para uma
nova realidade enfrentada por estas equipes de uma UAN.

Outros temas/assuntos que buscam promover a saude através da
alimentacdo sdo os capitulos que relatam o uso de plantas medicinais
como potencializadores para sistema imunolégico e a utilizagao dos ex-
tratos de propolis marrom na a¢do antimicrobiana, antioxidante e com-
posigdo fenolica, contribuindo também na imunidade do ser humano.

Levando em consideragdo a grandiosidade de informagdes que
constam neste livro, podemos estar certos da contribuicao destas pes-
quisas para populagdo da regido norte do estado do Ceara que preten-



dem iniciar um empreendimento na area de alimentagao ou aperfeicoar
a qualidade dos seus servigos garantindo seguranga alimentar.

A todos os autores, coordenadores e participantes desse livro, apre-
sento a minha gratiddo e cumprimentos pelo desempenho e qualidade
da obra realizada.

Luciana Fujiwara Aguiar Ribeiro

Professora Adjunta da Universidade Federal do Ceara (UFC) Campus
de Sobral - curso de Medicina. Coordenadora do médulo de Nutrologia.
Professora do internato na clinica médica da Santa Casa de Misericordia
de Sobral. Orientadora da Liga de gastroenterologia e nutrologia da UFC.
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autoimune e qualidade alimentar, fisica e emocional dos estudantes do
curso de medicina.
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CAPITULO 11

COMPOSIGAO FENOLICA E

POTENCIAL BIOLOGICO DE

EXTRATOS COMERCIAIS DE
PROPOLIS MARROM

Suzana Moreira Barbosa’
Ana Sancha Malveira Batista®
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Georgia Maciel Dias de Moraes®
Doi: 10.35260/54210751p.239-251.2023

Introdugao

A prépolis é uma mistura complexa formada por substancias resino-
sas, gomosas e balsamicas de consisténcia, textura e coloragdo variada,
colhida por abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas quais
sdo acrescidas secrecoes salivares, enzimas, cera e pdlen para elaboragido
do produto final (BRASIL, 2001). Tal termo deriva do grego: pro — em
defesa de, e polis — cidade, por isso, é utilizada na construgdo e ma-

1 Suzana Moreira Barbosa. Especialista em Gestdo da Qualidade e Seguranga dos Alimentos.
Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Ceard, Sobral, Ceara. E-mail: su.za-
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nologia do Ceara, Sobral, Ceard. E-mail:danielemaria@ifce.edu.br. ORCID: https://orcid.
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orcid.org/0000-0002-3231-2020.
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nutengao das colmeias, servindo inclusive de prote¢ao contra insetos e
microrganismos invasores, tornando assim o ambiente asséptico (RU-
FATTO et al., 2017).

A maioria das doengas de origem alimentar que acometem a po-
pulagdo, geralmente, estdo relacionadas com bactérias de alta patoge-
nicidade (YU et al., 2021) resistentes a varios antimicrobianos, devido
a seu uso extensivo e indiscriminado (MANGUIAT; FANG, 2013). A
diferenca de sensibilidade bacteriana da propolis pode estar associada a
varios fatores, incluindo composi¢ao quimica, origem botanica, espécie
da abelha, apidrio de coleta, estagdes do ano e regiao geografica (WAGH
etal., 2013).

Segundo Anjum et al. (2019), a composi¢do quimica da propolis é
bem diversificada, podendo ser fracionada em resinas e balsamos (45-
55%), ceras (8-35%), 6leos essenciais e aromaticos (5-10%), graos de
polen (5%), além de microelementos representados por vitaminas e mi-
nerais (5%). Recomenda-se que tanto a propolis in natura quanto os ex-
tratos sejam armazenados no escuro, em recipientes herméticos e pre-
ferencialmente em baixas temperaturas para facilitar o manuseio, pois,
em condi¢des adversas, os compostos bioativos ficam extremamente
instaveis (NEDOVIC et al., 2011).

A comercializa¢ao de extratos de propolis no Brasil vem ganhan-
do grande visibilidade, tendo em vista a eficacia de sua utilizagao no
tratamento preventivo contra Covid-19 (MATOSO; MATOSO, 2021).
Por isso, a procura por produtos naturais com comprovada atividade
bioldgica tem despertado interesse dos consumidores, principalmente
produtos certificados pelo Ministério da Agricultura e/ou oriundos da
agricultura familiar, fortalecendo assim o setor agropecuario.

Nesse sentido, a inclusdo de alimentos funcionais na dieta da popu-
lagdo visa melhorar o sistema imunolégico, bem como o aumento da
qualidade e expectativa de vida, devido a suas propriedades antioxidan-
tes. Assim, os produtos apicolas ganham destaque e por isso sdo alvos de
constantes estudos em virtude de seus beneficios a saidde humana. Com
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isso, objetivou-se avaliar o potencial antimicrobiano, antioxidante e a
composicao fenolica de extratos comerciais de propolis marrom.

Material e Métodos
Preparo dos extratos

Os extratos comerciais de prépolis marrom foram adquiridos em
supermercados na cidade de Sobral-CE. O extrato I apresentava Selo
de Inspecao Federal-SIF, e o extrato II era proveniente da agricultura
familiar, ambos contendo 30 mL da solugdo. Inicialmente os extratos
hidroalcodlicos foram volatilizados em rotoevaporador a 65°C por 5
min. Apds esse processo, os extratos brutos foram congelados em free-
zer a -10°C por 24h e posteriormente liofilizados para remogao de dgua
residual. Apds a obtengdo dos extratos secos, estes foram estocados sob
refrigeracdo para posteriores andlises de determina¢do da composi¢do
quimica e ensaios bioldgicos. Os rendimentos foram calculados segun-
do a equagao:

R (%) = (massa extrato (g))/(massa inicial de prépolis (g))x100

Andlise microbioldgica

O ensaio microbioldgico foi realizado no Laboratério de Microbio-
logia da Universidade Federal do Ceara-UFC pelo método de microdi-
lui¢do em caldo, preconizado pelo CLSI (2015). Inicialmente, os extra-
tos liofilizados de propolis marrom foram diluidos em dimetilsulféxido
(DMSO 5%) e testados contra duas cepas ATCC-American Type Cul-
ture Collection de Staphylococcus aureus 25923 e Escherichia coli 25922,
de origem alimentar, e um isolado clinico de Salmonella sp. do labora-
torio veterindrio da Biolab clinica. Os microrganismos foram cultivados
em Caldo Infusdo de Cérebro e Coragao (BHI) a 37°C por 24h.

Para preparo dos in6culos, um fragmento de Staphylococcus aureus
25923, Escherichia coli 25922 e Salmonella sp. foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 9 mL de solugéo salina, comparando com a
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escala de Mac Farland, que corresponde aproximadamente 108 UFC/
mL. Posteriormente, as suspensdes foram diluidas a 1:2000 em BHI
para obtencédo das concentragdes finais do indculo.

Para determinagdo da concentracéo inibitéria minima (CIM), foram
utilizadas placas de 96 pogos, com forma de “U” (Placa Elisa). Inicial-
mente, foram distribuidos 100uL de caldo BHI em todos os pogos e pos-
teriormente pipetados 100puL da amostra de extrato de propolis marrom
a uma concentragao inicial de 10000pg/mL. Apos isso, foi realizada a
técnica de diluigdo seriada das amostras e meio BHI a partir da retirada
de uma aliquota de 100pL da cavidade mais concentrada para a cavida-
de sucessora, nas seguintes concentragoes: 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156;
0,078; 0,039; 0,019; 0,009; 0,004; e 0,002pg/mL. Nos pogos de cada colu-
na, foram dispensadas aliquotas de 100uL do indculo correspondente a
cada cepa ensaiada. Como controle negativo, foi verificada a viabilidade
das cepas a partir da inoculagdo da suspensdo bacteriologica em meio
BHI sem a adi¢ao da droga padrao. As leituras foram realizadas para de-
terminac¢do da CIM com 24h apds o ensaio, utilizando leitor de ELISA
com absorbancia de 620nm.

A concentragio bactericida minima (CBM) foi realizada somente
com cepas que apresentaram sensibilidade na concentragdo inibitdria
minima (MIC), sendo analisada por subcultura de 10uL da solu¢io de
pocos sem turbidez e adicionado 5 mL de meio BHI incubados em es-
tufa bacteriolégica a 37°C. As CBMs foram determinadas como a me-
nor concentracio, resultando em auséncia de crescimento na subcultura
apos 24 horas. Vale ressaltar que todas as analises foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram submetidos a anédlise estatistica descriti-
va e expressos em média com R2 ajustado, por meio do programa Excel
® versdo 2016.

Determinagdo de compostos fendlicos totais

As andlises para determinagdao dos compostos fendlicos totais dos
extratos de propolis foram realizadas no Laboratorio de Quimica Anali-
tica Aplicada da Universidade Estadual Vale do Acarau -UVA, pelo mé-
todo colorimétrico de Folin-Ciocalteu, adaptado de Salgueiro e Castro
(2016), utilizando acido galico como padrao. Inicialmente foi pesado
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0,010pg de extrato de prépolis marrom liofilizado e adicionado 1mL de
etanol puro e 9mL de dgua destilada aos tubos de ensaio para completa
dilui¢do com auxilio do banho ultrassonico.

Em seguida, foi retirado, de cada tubo, 0,5mL de aliquota do extrato e
adicionou-se 0,5mL de solu¢ao aquosa de Folin-Ciocalteau, mais 0,5mL
de carbonato de sédio e 3,5mL de agua destilada. A cada 20 segundos,
no periodo de 30 minutos, repetiu-se o procedimento. Vale ressaltar
que, durante a adi¢do dos reagentes, os tubos foram agitados em vortex,
logo em seguida foi realizada a leitura da absorbéancia em espectrofoto-
metro (Genesys 10S UV-VIS - Thermo scientific) a 517nm, sendo todas
as andlises executadas em duplicata. Os resultados das concentragdes
do total de fendlicos foram expressos em mg de EAG (Equivalentes de
Acido Gélico) por g de extrato e calculados pela média + desvio padro.

Andlise antioxidante

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante do extrato de
propolis foi realizada no Laboratdrio de Quimica Analitica Aplicada da
UVA a fim de determinar a capacidade de inibi¢ao do reagente DPPH
(1.1-difenil-2-picrilhidrazil) do radical livre, metodologia adaptada de
Oliveira (2015). Inicialmente pesou-se 0,025ug de extrato de propolis
marrom que foi solubilizado em etanol absoluto nas concentragdes de
50, 100, 250, 500, 750 e 850 (pg/mL); ja a solugdo estoque foi preparada
com 1000 (ug/mL). Foram retiradas aliquotas de 0,5, 1,25 e 2,5mL da
solucdo estoque e transferidas para baldes de 25mL, tendo seu volume
completado com dlcool etilico.

Em tubos de ensaio devidamente identificados, adicionou-se 300uL
das soluc¢des de cada concentracido e repeticio correspondente mais
2,7mL de DPPH. O mesmo procedimento foi repetido para o controle
com 4cido galico nas mesmas concentragdes iniciais. Posteriormente,
todos os tubos foram agitados em vortex e deixados em repouso por 60
minutos na auséncia de luz, pois o radical DPPH naturalmente possui
coloragao violeta escuro, mas quando reage com a substancia testada,
atinge tonalidade amarelada ou violeta claro. Em seguida, foram feitas
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as leituras das absorbancias em triplicata por meio de espectofotometro
(Genesys 10S UV-VIS - Thermo scientific) a 517 nm.

Os resultados foram expressos, considerando-se a porcentagem de
inibicdo promovida pelas amostras testadas na producédo de radicais li-
vres, segundo a férmula:

% DPPH remanescente = [(absorbancia da amostra — absorbancia
do branco) / (absorbancia do controle (DPPH) - absorbancia do
branco)] x 100.

O EC, (ug/mL) foi calculado a partir da curva de regressao linear e
equagdo da reta utilizando programa Excel ® versao 2016.

Resultados e Discussao
Rendimento dos extratos

A técnica de extracio influencia diretamente no perfil quimico da
propolis, e a falta de padronizagdo torna mais dificil comparar e avaliar
sua identidade. Assim, o rendimento pode ser influenciado por varios
fatores, incluindo o tipo de solvente empregado, temperatura e tempo
de extragio (RAFINSKA et al., 2019).

No presente estudo, os rendimentos variaram de 14,40% a 20,70%
para os extratos I e II, respectivamente, estando dentro da faixa minima
de 11% estabelecida pela legislacao brasileira (BRASIL, 2001). Resulta-
dos similares foram reportados por Sousa et al. (2019), com rendimen-
tos entre 12,18% a 24,96% na extracio de propolis marrom.

Anadlise microbiolégica

Os extratos comerciais de propolis marrom exibiram maior ativida-
de contra o micro-organismo Staphylococcus aureus, conforme as Figu-
rasle?2.
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Figura 1 - Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)
de extrato liofilizado de prépolis marrom I
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Figura 2 - Determinagdo da Concentragio Inibitéria Minima (CIM)
de extrato liofilizado de prépolis marrom II
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A determina¢do da CIM foi relevante para avaliar a qualidade dos
extratos a base de propolis marrom. Houve maior sensibilidade da cepa
Staphylococcus aureus quando comparada as cepas de Escherichia coli e
Salmonella sp., visto que, dentre as concentragdes testadas, o extrato I
foi capaz de inibir o crescimento de Staphylococcus aureus até a quarta
concentragao (0,312ug/mL), enquanto o extrato II inibiu até a terceira
concentragao (0,625ug/mL).

Ambos os extratos apresentaram R?2=0,83 ¢ 0,87, respectivamente,
demonstrando assim um bom ajuste de modelo para os dados analisa-
dos. Os resultados da concentragdo bactericida minima - CBM indicam
que o extrato I conseguiu eliminar o microrganismo Staphylococcus au-
reus até a segunda concentragao (1,25ug/mL), enquanto o extrato II foi
eficaz contra a mesma cepa na concentragao 2,5ug/mL.

O mecanismo de agdo inicial é provavelmente estrutural, resultante
da interagdo entre os diferentes componentes da propolis e as estruturas
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da parede celular bacteriana (VADILLO-RODRIGUEZ et al., 2021). Por
isso, a atividade antibacteriana da proépolis é mais evidente contra bac-
térias Gram-positivas e limitada em Gram-negativas (DEVEQUI-NU-
NES et al., 2018) devido a complexidade da parede celular, que possui
dupla camada de fosfolipidios ligada @ membrana interna por lipopolis-
sacarideos (BROWN et al., 2015).

Dessa forma, os agentes antimicrobianos naturais tém grande po-
tencial para serem aplicados como conservantes alimentares, pois o
surgimento de patégenos resistentes a antibidticos esta cada vez mais
facilitado (VADILLO-RODRIGUEZ et al., 2021).

Determinagdo de compostos fendlicos totais

Os compostos fenolicos sdo considerados os principais componentes
titoquimicos, pois sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas da
propolis (CAUICH-KUMUL; CAMPOS, 2019). Além disso, o solvente
usado e 0 método de extragdo influenciam diretamente na quantidade e
seletividade dos compostos bioativos presentes no extrato (RAFINSKA
etal.,2019).

O conteudo total de fendlicos das amostras analisadas variou de
143,78 + 2,40 a 127,33 + 1,41 (ngAG/gEXT) para os extratos I e II, res-
pectivamente. Tal resultado encontra-se de acordo com os requisitos
minimos de concentragio exigidos pela legislagdo brasileira, que é de 50
(mg,, /g,,,) (BRASIL, 2001).

Em estudo realizado por Laaroussi et al. (2021) com sete amostras de
propolis de diferentes localizagdes geograficas de Marrocos, obtiveram
resultados que variaram de 5,99 + 0,86 a 117,81 + 5,43 (mg, ! govr) do
total de polifendis. Enquanto Andrade et al. (2017), ao trabalharem com
propolis verde, vermelha e marrom do Nordeste brasileiro, obtiveram
resultados de polifendis variando de 90,55 + 1,52; 55,74 + 0,48; 91,32 +
0,49 (mg_, /g, ), respectivamente.

E importante destacar que o teor de compostos fenélicos presente
na propolis depende de vérios fatores, incluindo origem geografica,
composi¢do botanica da resina e condi¢des pedoclimaticas da regido
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de coleta (ANDRADE et al., 2017) que influenciam diretamente a ati-
vidade biolédgica e os efeitos farmacolégicos entre as espécies testadas
(FALCAO et al., 2010).

Andlise antioxidante

O DPPH é um radical livre estavel que tem sido amplamente usado
para avaliar a atividade antioxidante de extratos e substancias puras. Os
resultados desta pesquisa indicam que a concentragao de 50ug/mL pro-
moveu maior porcentagem de atividade antioxidante para os extratos de
propolis I e II, com (74,95%) e (80,72%), respectivamente.

A partir da andlise de regressao, também foi possivel predizer o com-
portamento das diferentes concentragdes testadas (50, 100, 250, 500, 750,
850 e 1000 ug/mL) no combate aos radicais livres DPPH, apresentando R?
ajustado de 0,83 e 0,98 respectivamente, conforme Figuras 3 e 4.

Figura 3 - Determinacéo da atividade antioxidante de extrato liofilizado
de prépolis marrom I
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Figura 4 - Determinacéo da atividade antioxidante de extrato liofilizado
de propolis marrom II
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O valor EC_ expressa a concentragdo que elimina 50% dos radicais
livres, ou seja, quanto menor essa concentra¢ao, maior sera a atividade.
Dentre os extratos analisados, o I obteve EC,, de 2,48 pg/mL e o II, de
3,75 ug/mL. Esses valores encontram-se abaixo dos achados por Peixoto
et al. (2021), que, ao avaliarem o potencial antioxidante de misturas de
extratos etandlicos de prépolis, obtiveram EC,, entre 11,8 + 0,8 e 13,7
+ 0,9 ug/mL.

Poletto et al. (2021), ao trabalharem com suco em pé e extratos com
bagago e sem bagaco de acerola, obtiveram EC_ de 4,24 + 0,13; 38,17 +
1,01 e 6,7 + 0,54 pug/mL, respectivamente, sendo esta considerada uma
das frutas com maior teor antioxidante. Mesmo assim, o extrato de pro-
polis, abordado nesta pesquisa, teve um melhor desempenho como an-

tioxidante natural.

Consideragoes finais

Os extratos de propolis marrom apresentam alto rendimento e boa
acdo antimicrobiana, antioxidante e composigdo fendlica, assim, podem
ser incluidos na alimenta¢ao humana em vista do potencial de melhoria

do sistema imune.
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