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Characterization of green propolis produced in the southwest of Sdo Paulo and comparation with red and
green propolis from Northeast of Brazil
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RESUMO

A propolis é produzida por abelhas a partir de resinas de plantas adicionadas de suas secre¢des salivares, cera e pdlen. No Brasil,
as variedades encontradas (verde, marrom, vermelha) sdo classificadas em 13 grupos de acordo com a caracteriza¢do quimica.
O objetivo deste trabalho foi determinar a caracterizacdo quimica da propolis verde do Sudoeste Paulista, produzir extratos e
caracteriza-los quanto a concentracdo de compostos fenélicos e flavonoides, atividades antioxidante e antimicrobiana. Ademais,
comparar as propriedades da propolis verde do Sudoeste Paulista com as prépolis verde e vermelha do Nordeste brasileiro,
regides com forte potencial apicola, mas com baixa producéo de prépolis. Realizou-se extragdo alcodlica, com variagdo de tempo,
concentracdo de solvente e temperatura para producdo dos extratos. A atividade antimicrobiana sobre Escherichia coli e
Staphylococcus aureus foi determinada para os extratos com maior concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides. O
pardmetro residuo insoltvel em metanol foi o Gnico que ultrapassou os limites estabelecidos pela legislagdo. A melhor
combinacdo para obter extratos com alta concentracdo de flavonoides para a prépolis verde do Sudoeste Paulista é de 40°C
utilizando-se alcool a 70%, por 7 dias. Todas as prépolis apresentaram alta concentragdo de compostos fendlicos e a atividade
sequestrante de DPPH das amostras variaram de 89,28% a 96,00%. Extratos com maiores concentracBes de flavonoides
apresentaram potencial agéo antimicrobiana sobre E. coli e S. aureus. De modo geral, considerando as caracteristicas avaliadas
a propolis verde do Sudoeste Paulista apresentou-se superior as propolis verde e vermelha provenientes do Nordeste brasileiro.

Palavras-chave: prépolis verde, propolis vermelha, atividade antioxidante, compostos fenoélicos, flavonoides.

ABSTRACT

Propolis is a bee product based on plants resins, bee's salivary secretions, wax and pollen. Brazilian varieties of propolis (green,
red, brown) are divided 13 groups according to the chemical composition. This study aimed to determine the chemical
characterization of green propolis from the Southwest of S&o Paulo, produce extracts, and characterize them in terms of phenolic
and flavonoid compounds concentration, antioxidant and antimicrobial activities. Besides, the study compares the properties of
green propolis from the Southwest of Sdo Paulo with green and red propolis from the Brazilian Northeast, large producers of bee
products, but not focused on propolis. It was produced ethanolic extracts, with the variables time, solvent (alcohol) concentration
and temperature. The antimicrobial activity on Escherichia coli and Staphylococcus aureus was determined for extracts with
higher concentrations of phenolic and flavonoid compounds. The parameter insoluble residue in methanol was the only one out
of the limits established by the law. Combining 40°C, alcohol 70% and 7 days were the best way to produce extracts of green
propolis from southwest of S&o Paulo with higher concentrations of flavonoids. All propolis presented a high concentration of
phenolic compounds and the DPPH sequestering ranged from 89.28% to 96.00%. Extracts with higher concentrations of
flavonoid showed potential antimicrobial action on E. coli and S. aureus. In general, considering the characteristics evaluated,
green propolis from the Southwest of S&o Paulo was superior to green and red propolis from Brazilian Northeast.

*Autor para correspondéncia

Recebido para publicagdo em 20/04/2021; aprovado em 05/06/2021

'Graduanda em Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de S&o Carlos, Buri, SP; lloren0403@gmail.com *
2Doutor em Microbiologia Agricola, Universidade Federal de Sdo Carlos, npimentel@ufscar.br

3Doutora em Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de S&o Carlos, bia.mello@ufscar.br

Revista Brasileira de Agrotecnologia- ISSN 2317-3114- (BRASIL) v. 11, n.2, p. 981-989, abr-jun, 2021


mailto:lloren0403@gmail.com
mailto:npimentel@ufscar.br
mailto:bia.mello@ufscar.br

Key words: green propolis, red propolis, antioxidant activity, phenolic compounds, flavonoids.

INTRODUCAO

A propolis € uma mistura de substancias resinosas e
gomosas coletadas pelas abelhas a partir de diversas partes de
plantas, principalmente em brotos e cascas de arvores,
acrescida de suas secre¢des salivares e enzimas (HARFOUCH
et al., 2016; FALCAO et al., 2013). Sua composicdo depende
tanto da vegetacdo ao redor da colmeia, sendo que em uma
mesma regido pode haver variagdo da composi¢do, quanto
espécie de Apis mellifera produtora da prdpolis
(KUMAZAWA et al., 2004; SFORCIN et al., 2000; SILICI;
KUTLUCA, 2005).

Com respeito a diferenca de composicdo referente a
vegetacdo de origem, sabe-se que a propolis verde e vermelha
apresentam em sua composicao resinas de plantas distintas. A
prépolis verde apresenta majoritariamente resinas da
Baccharis dracunculifolia, planta tipicamente brasileira
conhecida popularmente como alecrim-do-campo, enquanto a
prépolis vermelha é constituida pela resinas de Dalbergia
ecastophyllum (L.) Taub., conhecida popularmente como rabo-
de-bugio e presente no litoral e regides de mangue no nordeste
brasileiro (PARK et al, 2002; SILVA et al, 2008; DAUGSCH
et al, 2008).

Devido & natureza de seus constituintes, diversas
propriedades tém sido atribuidas a prdpolis, tais como
antibacteriana, antifingica, antiviral, antioxidante, anti-
inflamatoria e anticarcinogénica (SFORCIN; BANKOVA,
2011; ANJUM et al, 2019). Estudos ja identificaram mais de
300 substancias presentes na prépolis, dentre as quais se
destacam os &cidos fenolicos e os flavonoides, responsaveis
por grande parte das atividades terapéuticas (SALGUEIRO;
CASTRO, 2016). Mesmo a propolis vermelha, que ainda é
pouco conhecida quando comparada a verde, possui potencial
para pesquisas voltadas & saide (PONTES et al, 2008).

A regido do Sudoeste Paulista é a segunda maior regido
de S&o Paulo na atividade de apicultura, responsavel por 23%
da producdo estadual (FACHINI; OLIVEIRA; VEIGA
FILHO, 2013). O Nordeste brasileiro é igualmente de grande
potencial quando se trata de produtos apicolas, porém, assim
como ocorre no Sudoeste Paulista, o foco estd no mel (VIDAL,
2021). As propolis verde e vermelha, apesar de atrairem o
interesse das inddstrias de alimentos, cosméticos e farmacos
ainda sdo um potencial ndo explorado devido a falta de
conhecimento cientifico sobre elas (VIDAL, 2021). O interesse
em estudar e trazer informacdes sobre essas prépolis €
justamente demonstrar sua importante representatividade
nessas duas regides e potencial para utilizacéo, valorizando a
forte atividade de apicultura presente.

O Brasil exporta anualmente, aproximadamente 70
toneladas de propolis, sendo que o Japdo compra cerca de 80%
deste volume (MARIANO, 2014). Na industria de alimentos a
propolis comecou a ser usada como ingrediente e aditivo
devido as suas propriedades bioldgicas, como a atividade
bacteriostatica, e, tem alcancado especial interesse das
industrias de farmacos e cosméticos (DEL RIO DEL ROSAL
et al., 2017). Inclusive, no que diz respeito ao cenario mundial
mais atual, j& surgiram estudos para verificar a eficicia da
atividade da prépolis contra a infeccdo de Sars-Cov-2, 0 agente
etioldgico da COVID-19 (BERRETTA et al., 2020).

As mais diversas aplicacdes da propolis se dao
principalmente pelo uso do produto na forma de extratos
aquoso ou alcdolico. O método de extracdo por maceracdo com
uso de etanol como solvente é o mais utilizado para producéo
de extratos, devido a solubilidade da prépolis em alcool
(MARIANO, 2014). Para diminuir o tempo de extracdo, alguns
fabricantes e pesquisadores fazem a extragdo a quente. Porém,
algumas classes de flavonoides, principalmente os acilados,
sdo sensiveis a elevadas temperatura e podem sofrer
degradacdo durante o processo (STOBIECKI; KACHLICKI,
2006).

O presente trabalho teve como objetivo determinar as
propriedades fisico-quimicas das prépolis verde produzida no
Sudoeste Paulista, verde do Nordeste e vermelha do Nordeste
bem como produzir extratos e caracteriza-los quanto a
concentracdo de compostos fendlicos e flavonoides e
atividades antioxidante e antimicrobiana. Foi feita
a comparacdo das propriedades da prépolis verde produzida no
Sudoeste Paulista com as propolis verde e vermelha
provenientes da regido Nordeste do Brasil, com o intuito de
verificar as principais diferencas entre elas e qual tipo de
propolis fornece extratos de maior atividade antioxidante e
antimicrobiana, identificando a de melhor potencial com
respeito a estas duas aplicagdes.

MATERIAL E METODOS
Propolis

As amostras de propolis verde do Sudoeste Paulista foram
adquiridas de apicultores do municipio de Campina do Monte
Alegre - SP, enquanto as propolis verde e vermelha
provenientes do Nordeste do pais foram adquiridas no
Entreposto de Mel e Cera de Abelhas BEE PROPOLIS
BRASIL LTDA. As amostras foram homogeneizadas e
armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C.

ANALISES REQUERIDAS PELA LEGISLACAO
Teor de cinzas

A andlise foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Funari e Ferro (2006), com algumas adaptacdes. Para a
andlise de cinzas 2 g de prépolis bruta foram pesadas e
colocadas em cadinho de porcelana, aquecido previamente em
mufla a 600 °C por 2 h, resfriado em dessecador e pesado. O
conjunto, prépolis e cadinho, foi levado a mufla,
permanecendo pelo periodo necessario para que restassem
apenas cinzas brancas. Apds isso, o conjunto foi resfriado em
dessecador para pesagem. O procedimento de aquecimento,
resfriamento e pesagem foi repetido até que a massa se
apresentasse constante (duas pesagens consecutivas com
diferenga de no maximo 5 mg). A anéalise foi realizada em
triplicata e o teor de cinzas corresponde a razéo entre massa de
cinzas e massa inicial de prdpolis, em porcentagem.

Obtencdo de extratos por Soxhlet

A andlise foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Funari e Ferro (2006). Para obtencdo dos extratos de
prépolis por Soxhlet, aproximadamente 10 g de prépolis bruta
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foi acondicionada em cartucho de papel filtro, previamente
seco em estufa a 105 °C por 1 h e pesado. Em baldo
volumétrico adicionou-se 250 mL de metanol e pedras de
porcelana. O sistema foi mantido por 8 h em refluxo. Apos
resfriamento, o volume obtido foi medido e o extrato foi
acondicionado ao abrigo da luz. O processo foi realizado em
triplicata para realizar andlises de residuo insolivel em
metanol, teor de cera e residuo seco em metanol.

Residuo insolGvel em metanol

A analise foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Funari e Ferro (2006), com algumas adaptacdes. O
cartucho usado na extracdo por Soxhlet continha, apés a
extracdo, substancias ndo sollveis em metanol e por isso foi
utilizado na andlise de residuo insoltvel em metanol. Resfriado
apos a extracdo, o cartucho foi colocado sobre vidro reldgio,
previamente pesado, e levado a estufa pré-aquecida a 105 °C
por 2 h. O conjunto foi resfriado em dessecador e o cartucho
foi pesado. Esse processo se repetiu com intervalos de 1 h até
atingir massa constante (duas pesagens consecutivas com
diferenca maxima de 5 mg). A analise foi realizada em
triplicata e o teor de residuo insoltvel em metanol corresponde
a razdo entre a massa do residuo no cartucho e a massa inicial
de prépolis, em porcentagem.

Teor de cera

A andlise foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Funari e Ferro (2006), com algumas adaptagdes. Para
analisar o teor de cera, o extrato obtido no Soxhlet foi levado a
geladeira por 24 h, seguido por 30 min no freezer. Em seguida,
a solucéo foi filtrada em funil de Buchner (com papel filtro
seco e pesado previamente) sob vacuo e 400mmHg. A cera
retida no papel filtro foi lavada com metanol resfriado até
clarificacdo. O conjunto de filtro/cera foi levado a estufa
previamente aquecida a 105 °C, por 2 h, resfriado em
dessecador e pesado. O procedimento foi repetido com
intervalos de 1 h até atingir massa constante (duas pesagens
consecutivas com diferenga méxima de 5 mg). A anélise foi
realizada em triplicata e o teor de cera corresponde a razédo
entre a massa de material retido no papel filtro e a massa inicial
de propolis utilizada na extracéo, em porcentagem.

Residuo seco (sélidos soluveis em metanol)

A anadlise foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Funari e Ferro (2006), com algumas adaptacfes. Para a
analise de residuo seco uma aliquota de 5 mL de extrato
metanolico filtrado foi acondicionado em capsula de porcelana
(previamente aquecida em estufa a 105 °C por 2 h resfriada em
dessecador e pesada). O conjunto foi levado a estufa aquecida
a 105 °C, permanecendo por 2 h. Em seguida, ocorreu o
resfriamento em dessecador e pesagem. O procedimento foi
repetido com intervalos de 1 h até atingir massa constante (duas
pesagens consecutivas com diferenca maxima de 5 mg). A
analise foi realizada em triplicata e o teor de residuo seco
(solidos soltveis em metanol) corresponde a razdo de massa na
capsula e a massa inicial de propolis utilizada na extracao.

Perda por dessecacdo a 150°C

A analise foi realizada seguindo a metodologia descrita
por Funari e Ferro (2006), com algumas adaptacdes. Colocou-
se 1 g de propolis bruta em estufa (SL — 100, SOLAB) a 105
°C por 2 h. Em seguida, a amostra foi resfriada no dessecador
e pesada (balanga AUY220, SHIMADZU, UniBloc). O
processo foi repetido até que as pesagens se mostraram estaveis
(duas pesagens consecutivas com diferenca maxima de 5 mg).
A analise foi realizada em triplicata e a perda por dessecacdo a
105 °C foi calculada pela razdo entre a massa do material
volatilizado e a massa inicial de prépolis, em porcentagem.

Obtencdo de extratos alcodlicos

Para essa etapa definiu-se que seriam obtidos extratos
alcodlicos variando trés parametros do processo: concentragdo
do solvente (etanol) (50, 70 e 90%), temperatura (30, 40 e
50°C) e tempo (3, 5 e 7 dias). Para controle da temperatura,
utilizou-se banho termostato com temperatura ajustavel
(modelo CE - 160/10, CIENLAB). Pesou-se 1 g de prépolisem
po, adicionou-se 5 mL do solvente e entdo a amostra foi levada
ao banho termostato na temperatura e tempo preestabelecidos.
Ao término do tempo de processamento, 0s extratos foram
filtrados em papel filtro n°1 previamente pesados.

O extrato livre do residuo de prépolis foi armazenado ao
abrigo da luz, para ser utilizado nas andlises de compostos
fendlicos e flavonoides e atividades antioxidante e
antimicrobiana, e o papel-filtro com residuo foi colocado em
vidro relégio, levado para estufa e 105 °C por 2 h. Depois, foi
resfriado em dessecador e pesado, procedimento repetido até
que a massa se mantivesse constante (quando a diferenca de
duas pesagens consecutivas ndo excedeu 5 mg). Pela razdo de
massa retida no filtro e a massa inicial de prépolis utilizada na
extragdo, calculou-se o rendimento.

A variacdo de parmetros resultou em 27 extratos
diferentes em duplicata, totalizando-se 54 extratos. O método
foi utilizado para a propolis verde do Sudoeste Paulista, e, ap6s
determinar as condi¢des Otimas de extragdo, estas foram
aplicadas para obter extratos das propolis verde e vermelha do
Nordeste.

Determinacéao de fendis totais e flavonoides totais

As determinagdes de polifendis e de flavonoides no
extrato de prépolis foram feitas utilizado os métodos
colorimétricos descritos por Alencar et al (2007) com algumas
adaptacGes. Em tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL dos
extratos diluidos em 1:20 com 2,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteau (1:10). Apés 5 minutos, adicionou-se 2,0 mL de
carbonato de sédio (NaxCOsz) a 4%. As amostras foram
homogeneizadas e mantidas ao abrigo da luz em temperatura
ambiente por 2 h, seguida por leitura em espectrofotdbmetro a
740 nm. Para a curva padrdo foi utilizada solugdo de acido
galico diluida em agua destilada na concentracdo de 1 a 100
pg/mi.

Para determinacdo de flavonoides, 0,5 mL dos
extratos de prépolis diluidos em 1:20 receberam 0,1 mL de
cloreto de aluminio, 0,1 mL de acetato de potéassio 1mol/L e
4,3mL de A&lcool etilico 80%. As amostras foram
homogeneizadas e mantidas ao abrigo da luz a temperatura
ambiente por 40 min, seguida por leitura em espectrofotdmetro
a 415 nm. Para a curva padrdo foi utilizada solugdo de
quercetina na concentracdo de 1 a 20 pg/ml.
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Atividade antioxidante

Para analise de atividade antioxidante foi realizada pela
metodologia descrita por Cottica et al. (2011), com algumas
adaptacdes.

A concentracdo dos extratos de propolis foi ajustada para
200mg/mL com utilizacdo de alcool 70%. Em seguida, 4mL
dos extratos foram adicionados em tubos contendo 1mL da
solugdo alcodlica de DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil) a
0,5mmol/L. A redugdo do DPPH foi monitorada pela
diminuicéo da absorbancia a 517nm até estabilizar. Solugéo de
acido ascérbico (1mM) foi utilizada como padrdo. Para
calcular a porcentagem de inibicdo dos extratos utilizou-se a
férmula 1.

PI(%inibigdo) = [%] x 100 1)

Onde:

A (0) é a absorbancia da solugao referéncia de DPPH-
etanol (96%);

A (t) é a absorbancia da solu¢cdo DPPH-extrato etandlico
de prépolis apds o tempo t em minutos.

Atividade antimicrobiana

Utilizou-se o método de Bona et al. (2014) com algumas
adaptacGes. Discos de filtro de papel de 5 mm de didmetro
foram esterilizados e impregnados em condigdes assépticas
com 10 pL e de 15 pL de prépolis. Os discos foram depositados
com auxilio de pinga estéril sobre a superficie de gar nutriente
(KASVI, BRASIL) previamente inoculado  com
Staphylococcus aureus ATCC 13565 ou Escherichia coli
ATCC 25922. Posteriormente, as placas foram incubadas a
35°C e apds 24 horas, os halos de inibigdo foram medidos com
auxilio de um paquimetro. O procedimento foi realizado para
os 10 extratos de propolis verde produzida no Sudoeste
Paulista que apresentaram as maiores concentragdes de
fendlicos e flavonoides além das amostras de prépolis verde e
vermelha provenientes do Nordeste brasileiro.

ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) seguido por teste de média (Tukey) com
significancia de 5% utilizando-se o software estatistico R.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Andlises requeridas pela legislacéo

Os resultados das analises gravimétricas sao apresentados
na Tabela 1 junto dos limites estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura.

A propolis verde do Sudoeste Paulista apresentou maior
teor de cinzas, indicando assim um provavel incremento de
impurezas. Isso pode ter acontecido pois as prépolis
provenientes do Nordeste sdo comerciais, enquanto a propolis
do Sudoeste Paulista ndo. Para a comercializacdo de prdpolis
utiliza-se coletores nas caixas de abelha, melgueiras
modificadas, que permitem coletar a prdépolis com menos
impurezas e direciona-la a uma etapa de limpeza presente no
beneficiamento com objetivo de retirar todas as sujidades
(BREYER; BREYER; CELLA, 2016).

O teor de ceras é baixo para os trés tipos de prépolis,
quando comparado ao limite estabelecido. O resultado é bom,
pois pode sinalizar alto teor de resinas, fragdo relacionada as
atividades bioldgicas da propolis (FUNARI, 2005; FUNARI;
FERRO, 2006).

Para os trés tipos de prépolis, apenas o resultado de
residuo insolivel em metanol ndo se encontra dentro dos
limites estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, sendo
maior do que est4 determinado no regulamento técnico que
define caracteristicas para identidade da prépolis (BRASIL,
2001).

Tabela 1 — Resultados das anélises gravimétricas e comparacao ao estabelecido pela legislacdo

Propolis verde /

Sudoeste Paulista Nordeste brasileiro

Propolis verde /

Propolis vermelha

/ Nordeste brasileiro Requisito do Ministério

Teor de

. 3,00 + 0,04 1,96 +0,02 0,66 0,57 Maximo de 5,0 (%)
cinzas (%)
Perda por 5,33 £ 2,56 7,36 £0,79 3,03 +1,01 Méximo de 8,0 (%)
dessecacdo (%)
_Residuo 51,07 +0,43 74,65 + 0,23 46,28 + 0,32 Méximo de 40,0 (%)*
insolavel (%)
Teor de 4,11+0,38 1,700,.21 2,59+0,17 Méximo de 25,0 (%)
cera (%)
Residuo 72.84 +2,01 70,29 + 2,05 40,54 + 1,75 Minimo de 35,0 (%)
seco (%)

Valores expressos em porcentagem, sobre a massa de prdpolis (m/m). 2Limites propostos pelo Ministério da Agricultura.

SLimite estabelecido para extratos obtidos com etanol.

Compostos fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante

Com a construgdo das curvas padrao de quercetina e acido
galico obtidas nas concentragdes de 1 a 100ug/ml e 1 a 20
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pg/ml, respectivamente, foi possivel chegar as concentragdes
de compostos fendlicos e flavonoides. A tabela 2 apresenta os
teores de fendlicos e flavonoides encontrados para cada um dos
extratos, sendo que a coluna “condi¢des de extragdo” indica o
valor de temperatura, concentracdo do solvente e tempo. A
influéncia de temperatura, concentracdo de solvente e tempo
de extracdo sdo parametros estudados na extracdo de fenolicos
e flavonoides em diferentes matérias-primas, tal como a cana-
de-aclcar (SOUZA-SARTORI et al., 2013).

As andlises estatisticas demonstraram que para fendélicos
havia a interacdo de tempo e temperatura, portanto, para
determinar a melhor condicdo para produzir extratos com
maior teor do composto deve-se analisar o binémio tempo
temperatura. Quanto a teor de compostos flavonoides ndo ha
interacdo entre os fatores, o que possibilitou estabelecer a
melhor combinagio (tempo, temperatura e concentragdo de
solvente) para obter extratos com maior teor de flavonoides,
que foi do processo ocorrendo a 40°C, utilizando-se etanol a
70% por 7 dias.

Na temperatura de 50°C houve uma queda na
concentracdo de flavonoides quando comparado a 30°C e
40°C, do mesmo modo que ocorreu para a concentracdo de
fendlicos. Segundo Stobiecki e Kachlicki (2006), flavonoides
acilados sdo termolébeis, fato que torna dificil sua obtencéo e
purificacdo sem que haja degradacdo parcial.

A atividade sequestrante de DPPH das amostras variaram
de 90,66% a 95,97%, superiores aos extratos comerciais
analisados por Alves e Kubota (2013), que relacionam a forte
atividade antioxidante da prépolis aos flavonoides, como
quercetina, flavonas, isoflavonas, flavononas, antocianinas,
catequinas e isocatequinas.

Para as prépolis verde e vermelha do Nordeste os dados
séo apresentados na Tabela 3. A extracéo foi realizada apenas

sob as condic¢Ges de 40°C, alcool a 70% durante 7 dias, que
apos andlises de resultados da propolis verde do Sudoeste
Paulista foi determinada como melhor condig&o de extracéo.

Comparando as prépolis do Sudoeste Paulista com a
propolis do Nordeste, nota-se que as propolis do Nordeste
apresentaram as concentragdes dos compostos de interesse em
inferiores aos extratos de prépolis verde do Sudoeste Paulista
obtidos nas mesmas condicdes.

Apesar disso, a propolis verde do Nordeste apresentou
atividade antioxidante superior aos 27 extratos de propolis
verde do Sudoeste Paulista.

Uma hipotese para que isso tenha ocorrido é de que apesar
do valor mais baixo, a classe de compostos esteja concentrada
em quercetina, flavonas, isoflavonas, flavononas, antocianinas,
catequinas e isocatequinas, que como dito anteriormente estdo
relacionados a forte atividade antioxidante da propolis
(ALVES; KUBOTA, 2013).

Algo que explica as diferencas entre as prépolis é a
origem distinta e o fato de ndo pertencerem ao mesmo grupo
de classificacdo. Nos anos 2000 a propolis brasileira foi
separada em 12 grupos, baseados em sua caracterizacdo
quimica, sendo que a prdpolis verde ou marrom esverdeado do
Sudeste do Brasil faz parte do grupo 12 e a prépolis verde ou
marrom esverdeado do Nordeste faz parte do grupo 7, enquanto
para a prépolis vermelha do Nordeste foi criado posteriormente
um novo grupo de classificagdo, o grupo 13 (LUSTOSA et al.,
2008; COSTA et al., 2013).

Como Lustosa et al (2008) aborda em seu trabalho, o que
deve ser feito a partir do conhecimento sobre o0s tipos desse
produto € estudar a relagdo da composi¢do quimica e atividade
bioldgica de cada extrato de propolis e alinha-los a aplicagao
terapéutica adequada.

Tabela 2 — Conteldos totais de fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante nos extratos da propolis verde do Sudoeste

Paulista.

Extrato Condicoes de extragéo

Fendlicos (mg de &cido

Flavonoides (mg de Sequestrante de

galico/100g) quercetina/100g) DPPH (%)
1 30(°C), 50(%), 3 (dias) 4,918+194 59,63 A + 27,46 92,278 +0,86
2 30(°C), 50(%), 5 (dias) 9,21 A8+ 1,99 71,742 £ 9,85 90,66 B + 2,02
3 30(°C), 50(%), 7 (dias) 17,34+1,19 73,257+ 9,15 91,798+ 1,46
4 30(°C), 70(%), 3 (dias) 8,708+ 131 56,63 A + 40,05 94,93 A+ 0,67
5 30(°C), 70(%), 5 (dias) 5,24 A8 + 0,61 78,514 + 3,08 93,804+ 1,20
6 30(°C), 70(%), 7 (dias) 16,232+ 0,77 117,19 A+ 11,04 94,52 A + 0,40
7 30(°C), 90(%), 3 (dias) 3,96 B+ 0,50 68,09 A + 10,09 93,64 B +0,71
8 30(°C), 90(%), 5 (dias) 10,94 AB + 1,77 94,18 4+ 1,06 94,53 7B + 1,09
9 30(°C), 90(%), 7 (dias) 17,118+ 2,07 93,394+ 6,45 93,00 AB + 0,67
10 40(°C), 50(%), 3 (dias) 15,64 B + 4,80 104,86 A £ 6,79 93,96 B+ 0,26
11 40(°C), 50(%), 5 (dias) 13,60 AB + 0,93 98,104+ 9,39 92,688 +0,71
12 40(°C), 50(%), 7 (dias) 20,954 £ 4,15 117,252+ 9,41 91,798+ 1,62
13 40(°C), 70(%), 3 (dias) 9,138+ 3,60 73,494+ 28,10 94,20~ + 0,81
14 40(°C), 70(%), 5 (dias) 11,52 A8 + 0,03 97,194 +0,16 93,80 4+ 0,36
15 40(°C), 70(%), 7 (dias) 18,054+ 2,90 121,01 A+ 4,58 93,322 +0,36
16 40(°C), 90(%), 3 (dias) 9,46 8+0,39 75,43 A+ 13,50 94,12 7B + 0,71
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17 40(°C), 90(%), 5 (dias) 7,90 2B + 0,05 61,382 +0,22 92,27 A8 + 1,81
18 40(°C), 90(%), 7 (dias) 13,36 A + 3,39 86,29 A + 4,24 94,28 A8 + 0,48
19 50(°C), 50(%), 3 (dias) 9,358 + 0,42 13,038+ 2,14 93,888+ 1,32
20 50(°C), 50(%), 5 (dias) 16,43 28 + 3,91 32,818+9,35 94,04 8+ 0,58
21 50(°C), 50(%), 7 (dias) 1428 A +2,21 27,798 + 7,42 92,99 B + 0,41
22 50(°C), 70(%), 3 (dias) 10,98 B + 0,64 27,358 + 4,06 95,094 +1,16
23 50(°C), 70(%), 5 (dias) 16,89 A8 + 2,30 34,158 + 2,26 95,014 +1,85
24 50(°C), 70(%), 7 (dias) 13,394+ 2,51 38,90 8 + 1,82 95,97 A+ 1,13
25 50(°C), 90(%), 3 (dias) 11,038+ 1,24 23,908 2,48 93,72 A8 + 0,43
26 50(°C), 90(%), 5 (dias) 10,36 A8 + 0,50 31,438 +8,42 90,98 A8 + 7,18
27 50(°C), 90(%), 7 (dias) 8,514+ 504 32,148 + 2,40 94,52 A8 + 1,09

Os resultados acima sdo a média + desvio padréo. Letras iguais na mesma coluna representam que ndo houve diferenca significativa p < 0,5.

Tabela 3 — Conteldos totais de fendlicos, flavonoides e atividade antioxidante nos extratos das propolis verde e vermelha do

Nordeste

Fendlicos (mg de

Flavonoides (mg de Sequestrante

Propolis &cido galico/100g) quercetina/100g) de DPPH (%)
Verde 17,14 £ 0,69 43,46 + 3,13 96,00 + 0,68
Vermelha 6,372+ 0,32 35,57 +1,16 89,28 +1,13

Atividade antimicrobiana

Os resultados dos halos de inibicdo foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey a
95%. Os resultados das analises dos halos de inibi¢cdo podem
ser observados na Tabela 4.

N&o houve diferenca significativa entre as diferentes
concentracfes utilizadas (10 pL e 15 pL), explicado pela
possivel capacidade de absorcéo dos filtros, inferior a 15 pL.
De acordo com Cushnie e Lamb (2005), solu¢des contendo
flavonoides foram utilizadas ao longo dos séculos por médicos
e curandeiros na tentativa de curar doengas humanas, e, a acéo
antimicrobiana da prépolis se deve principalmente aos seus
flavonoides galandina e pinocembrina.

Todos os extratos testados apresentaram halo de inibicéo
sobre S. aureus e E. coli, assim como observado por
Kalogeropoulos et al. (2009) ao estudarem diversos extratos

etandlicos de prépolis para inibicao dessas duas bactérias. Tosi
et al. (2007) também verificou a inibi¢do de E. coli ao utilizar
extratos etanolicos de prépolis. Dentre seus extratos testados
apresentaram maior halo de inibicdo os que tinham em sua
composicdo altas porcentagens de &cido cumarico, &cido
siringico, quercetina, galandina, acido cafeico e outros
compostos ndo identificados. Lu et. al (2005) verificou a acéo
antibacteriana de extratos de prépolis contra S. aureus,
caracterizando o produto como um potencial antimicrobiano
para preservacdo de alimentos.

Assim, os resultados obtidos por essa analise corroboram
com estudos realizados em relacdo ao poder de inibicdo da
prépolis sobre os patégenos de origem alimentar E. coli e S.
aureus e permitem suposic¢des sobre a composi¢do de fendlicos
e flavonoides da propolis baseado no que se tem de informacgéo
sobre compostos com atividade antimicrobiana.

Tabela 4 — Efeito de extratos alcodlicos de prépolis sobre S. aureus e E. coli.

Halo de inibicdo (mm)

S. aureus
10 ul 15 ul
Extrato Média Média
30(°C), 90(%), 5 (dias) 2,62 C+0,54 3,49 B + 0,64
30(°C), 70(%), 7 (dias) 5,76 4+ 0,83 45078 +0,71
30(°C), 50(%), 7 (dias) 4,6 A8¢ + 0,85 4,68 AB + 0,47
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30(°C), 90(%), 7 (dias)

2,81¢+0,78

40(°C), 90(%), 3 (dias) 4,67 ABC £ 0,76
40(°C), 70(%), 7 (dias) 5,45 AB + 0,68
40(°C), 90(%), 7 (dias) 3,66 A + 0,57
50(°C), 70(%), 5 (dias) 3,28 BC + 0,11
50(°C), 90(%), 5 (dias) 3,69 ABC + 0,70
50(°C), 90(%), 7 (dias) 4,28 ABC + 1,04

Verde Nordeste 4,43 2BC+ 0,31

Vermelha Nordeste

4,73 ABC + 0,15

3,618+0,50
4,69 A8 + 0,45
6,24 A £ 0,87
4,20 A8 + 1,02
4,278 +0,11
51048 +1,08
4,66 A8 + 0,65
514+0,14

348+0,14

E. coli

30(°C), 90(%), 5 (dias)

3,328 + 104

3,90 B + 0,70
5,77 A8 + 0,89
4,79 B¢+ 0,64
4,68 BC + 0,46
5708+0,45
7,574 +0,70

5,72 8+0,58

30(°C), 70(%), 7 (dias) 5,71 A8 + 0,63
30(°C), 50(%), 7 (dias) 4,79 B¢ + 0,60
30(°C), 90(%), 7 (dias) 4,21 8P + 1,02
40(°C), 90(%), 3 (dias) 4528C+1 14
40(°C), 70(%), 7 (dias) 7,86 A +0,70
40(°C), 90(%), 7 (dias) 4,81 BC + 0,56
50(°C), 70(%), 5 (dias) 4,98 BC + 0,62
50(°C), 90(%), 5 (dias) 5,00 ABC+ 0
50(°C), 90(%), 7 (dias) 4,59 8C + 1,17
Verde Nordeste 2,06 ©+0,32
Vermelha Nordeste 2,8 P +0,40

5,558+ 0,57
5,06 B¢ + 0,65
4,76 B€ + 0,62
2,40P+0,35

3,50 P + 0,50

ANOVA one-way seguido de Teste de Tukey 95%. Letras diferentes na mesma coluna significam diferenga significativa para p < 0,05.

CONCLUSOES

Os trés tipos de propolis estudadas apresentaram
resultados semelhantes nas analises fisico-quimicas e atendem
aos requisitos legislativos, exceto pelo residuo insollvel, pois
nesse quesito prépolis de ambas as origens apresentaram
valores acima do limite estabelecido pelo Ministério da
Agricultura. O fator residuo insoltvel em metanol relaciona-se
normalmente com a solubilidade da prépolis no solvente, e ndo
implica em falta de qualidade ou adulteracéo.

Quanto a determinacdo da melhor condicdo para
producdo dos extratos com elevados teores de fendlicos e
flavonoides, chegou-se a trés conclusdes: para se obter o maior
teor de fendlicos é necessrio observar o bindémio tempo
temperatura, devido a interacdo verificada na andlise
estatistica; para obter alto teor de flavonoides a melhor
condicdo é a extracdo a 40 °C utilizando alcool 70% durante o
periodo de 7 dias; e, por fim, nas melhores condigdes de
extracdo, a propolis verde do Sudoeste Paulista foi a que

apresentou extratos mais concentrados em fendlicos e
flavonoides, mostrando seu potencial quando comparada as
prépolis verde e vermelha do Nordeste brasileiro.

As atividades antioxidante e antimicrobiana
observadas sdo Uteis no que diz respeito a conservacdo de
alimentos, comprovando o potencial do produto para a
industria de alimentos, bem como farmacos e cosméticos em
diferentes aplicagBes. Tais constatacfes podem servir de
incentivo aos apicultores para maior producdo e venda de
prépolis.
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antioxidante”. Os resultados obtidos comp&em grande parte do
presente artigo.
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