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RESUMO

SILVA, Aline Fonseca da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de
2009. Prépolis: caracterizagao fisico-quimica, atividade
antimicrobiana e antioxidante. Orientador: José Benicio Paes Chaves.
Coorientadores: Dejair Message e Olinto Liparini Pereira.

A prépolis é um produto natural, produzido pelas abelhas que coletam resina

de brotos, folhas e exsudatos de plantas e é modificado pela mistura de

secrecgdes salivares, polen e cera. Destaca-se por suas inumeras propriedades,
dentre as quais estdo: antimicrobiana, anti-inflamatoéria, cicatrizante,
antioxidante, antitumoral, anestésica e anticariogénica. Inumeros fatores
contribuem para a diversidade de caracteristicas e qualidade da propolis,
tornando-a um material de composi¢cao complexa. Diversos autores conferem

ao extrato aquoso as mesmas propriedades do extrato etandlico. Devido a

discrepancia com relagcao as informagdes sobre as propriedades do extrato

aquoso, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos comparativos visando
esclarecer tais aspectos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo
determinar alguns indicadores de qualidade de extratos de propolis realizando

quatro experimentos. O primeiro experimento teve como objetivo avaliar a

atividade antifungica de extratos aquoso e etandlico de propolis provenientes

de duas amostras distintas (propolis C e V) e obtidos a partir de trés

temperaturas de extragao (50, 70 e 95°C) e com duas concentragdes finais (2 e

4%) sobre alguns fungos (Alternaria brassicae, Botrytis cinerea, Colletotrichum

gloeosporioides, Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae, Mucor sp.,

Phythophtora capsici, Rhizoctonia solani, Rhizopus stolonifer e Sclerotium

rolfsii) causadores de doengas pods-colheita. Os extratos etandlicos

apresentaram maior capacidade de inibicdo fungica, enquanto os extratos
aquosos foram pouco eficazes. Dentre os efeitos principais testados, o solvente
mostrou grande importancia na extragdo dos compostos antifungicos, onde os

extratos etandlicos de propolis foram os mais efetivos. A concentracdo de 4%

foi a que apresentou melhor desempenho no controle do crescimento micelial.

De modo geral, o comportamento foi variavel entre as diferentes espécies de

fungos. Nao foi constatada associagdo ao grupo filogenético dos fungos e a

sua sensibilidade a prépolis. O fungo mais sensivel foi Mucor sp., com 100% de

inibicdo do crescimento micelial pelos extratos etandlicos. Lasiodiplodia

theobromae foi o fungo mais tolerante aos extratos de prépolis. O segundo

Xii



experimento teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de diferentes
extratos etandlico e aquoso de propolis, oriundos de duas origens distintas
(propolis C e V) e obtidos a partir de duas temperaturas (50 e 70°C) de
extragao sobre trés isolados bacterianos (Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Salmonella choleraesius). Verificou-se que os dez extratos de propolis
estudados tiveram pouco efeito sobre a inibicdo do crescimento de E. coli
(halos de 0 a 1,2 mm). Para S. aureus os extratos etandlicos preparados a
70°C, de ambas as origens apresentaram um halo de inibicdo consideravel (2,3
mm). Em relagdo a S. choleraesius os extratos etandlico a 70°C (propolis C),
aquoso a 50°C (propolis V) e etandlico a 70°C (propolis V) apresentaram uma
boa atividade antibacteriana com halos que variaram de 2,0 a 3,1 mm. O
terceiro experimento teve como objetivo realizar a caracterizagao fisico-quimica
(umidade, cinzas, fendis totais, flavondides totais, compostos volateis, espectro
de absorgado), analise microbiolégica (contagem de fungos filamentosos e
leveduras), caracterizagéo sensorial e atividade antioxidante da prépolis bruta e
dos extratos aquosos e etandlicos de propolis. As duas propolis brutas (C e V)
estudadas estdo de acordo com o exigido pela legislagdo quanto ao percentual
de cinzas, com valores de 2,6 e 3,4%. Quanto a umidade a propolis V
encontra-se dentro do padrdo exigido 7,6% (maximo de 8%), enquanto a
prépolis C apresentou um valor acima do permitido, 8,6%. O percentual de
compostos volateis foi de 0,63% para a propolis C e de 1,0% para a amostra de
prépolis V. No espectro de absorcao, os extratos apresentaram uma variagcao
de 290,6 a 299,2 nm, sendo que os etandlicos foram os que apresentaram os
maiores comprimentos de onda. A prépolis C e extratos etandlico e aquoso
apresentaram contagem baixa para fungos filamentosos e levedura (< 10
UFC/g), e a propols V uma contagem de 4,9 x10®° UFC/g. Quanto a
caracterizagao sensorial, as amostras de propolis brutas apresentaram
conformidade com a legislacao brasileira vigente. Em relagéo ao teor de fendis,
todos os extratos avaliados encontram-se de acordo com a legislagao
brasileira. Os extratos aquosos apresentaram teores de flavondides que
variaram de 0,21 a 0,30% e os extratos etandlicos valores de 2,66 a 3,60%. Em
relacdo a atividade antioxidante observou-se que todos os extratos
apresentaram uma baixa atividade, sendo que os extratos etandlicos com
maior atividade antioxidante em relacdo aos extratos aquosos. No quarto

ensaio realizaram-se dois experimentos com o objetivo de avaliar o efeito
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inibitério de diferentes extratos comerciais de propolis (aquoso, etandlico e
propilenoglicol) nas concentracées 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5% sobre a germinacéo de
conidios dos fungos Aspergillus flavus, Alternaria brassicae, Bipolaris
sorokiniana e Colletotrichum musae, e o crescimento micelial dos fungos
Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae,
Phythophthora capsici e Rhizopus stolonifer, em que utilizaram-se preparagdes
de extratos de propolis (aquoso e alcodlico) obtidas no laboratério, nas
concentragbes de 2 e 3%. Todos os fungos estudados sdo considerados
importantes fitopatdgenos em pré e poés-colheita. Os extratos aquosos néao
apresentaram efeito inibitorio da germinagdo e do crescimento micelial dos
fungos avaliados. Os extratos alcodlicos e de propilenoglicol inibiram em mais
de 80% a germinacdo de conidios de A. brassicae e C. musae nas
concentragbes de 0,5 e 1,0%, respectivamente. Embora a germinagao dos
conidios de A. flavus e B. sorokiniana n&o tenha sido inibida, observou-se a
reducdo do tubo germinativo em relagcdo a testemunha. Maiores indices de
inibicdo do crescimento micelial foram alcangcados nas preparagcdes com alcool
a 3% para todos os fungos testados. Lasiodiplodia theobromae foi o fungo
menos suscetivel, enquanto P. capsici o mais suscetivel. Os demais fungos

apresentaram um comportamento variavel.
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ABSTRACT

SILVA, Aline Fonseca da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2009. Propolis: physiochemical characterization, antifungal activity
and antioxidant. Adviser: José Benicio Paes Chaves. Co-Advisers: Dejair
Message and Olinto Liparini Pereira.

Propolis is a natural product, made by bees, collected from buds, leaves
and plant exudates and modified mixing salivary secretions, pollen and waxes.
Reaches a high position, due to its several properties: antimicrobial,
antinflamathory, healing, antioxidant, antitumoral, anesthetic and anticariogenic.
Several factors contribute to the diversity of characteristics and quality of the
propolis, turning it a material of complex composition. Due to divergences in
relation of the information about propriety of the aqueous extract, is necessary
the development of the comparative studies aiming to explain this aspects.
Thus, the present study aimed to evaluate some quality indicators of aqueous
and ethanolic extract realizing four experimental assays. The first assay had as
objective evaluates the antifungal activity of aqueous and ethanolic extracts
obtained from three extraction temperatures (50, 70 and 95 °C) and two final
concentrations of the extracts added to the growth medium (2 and 4%) against
some fungi (Alternaria brassicae, Botrytis cinerea, Colletotrichum
gloeosporioides, Colletotrichum musae, Lasiodiplodia theobromae, Mucor sp.,
Phythophtora capsici, Rhizoctonia solani, Rhizopus stolonifer e Sclerotium
rolfsii ) causers of the post-harvest diseases in fruits and vegetables. Ethanolic
extracts presented higher capacity of fungal inhibition, while aqueous extracts
were less effective. Among the main effects tested the solvent showed great
importance in the extraction of the antifungal compounds, showing that propolis
ethanolic extracts were more effective, while aqueous extract were almost
ineffective despite of the fungal species tested. The 4% concentration
presented better performance in the control of mycelial growth of all tested
fungi. The propolis extracts showed a variable effect among the different fungi
species. There was no association between the phylogenetic fungi group and its
sensibility to propolis. The most susceptible fungus was Mucor sp., with 100%
of inhibition of the growth mycelial for the ethanolic extracts. Lasiodiplodia
theobromae was the most tolerant fungus. It can be concluded that ethanolic
extract of propolis possess a great potential as alternative control to fungi that

causes of post-harvest disease, while aqueous extracts still need to be better
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evaluated. The second assay aimed to evaluate the antibacterial activity of
ethanolic and aqueous propolis extracts obtained from two distinct origins
(namely propolis V and C) with three temperatures of extraction (50, 70 and 95
°C, except for alcohol extracts that were obtained only at 50 and 70 °C) against
three bacterial strains, one of each of the following species: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Salmonella choleraesius. It was verified that the
ten extracts obtained in this study had little effect on the growth inhibition of E.
coli (halos of 0 to 1.2 mm). The ethanolic extracts prepared at 70°C from both
origins presented a considerable inhibition (2,3 mm) against S. aureus. For S.
choleraesius the ethanolic extracts at 70 °C (propolis C), aqueous at 50 °C
(propolis V), ethanolic at 70 °C (propolis V) presented a good antibacterial
activity with halos that varied of 2.0 to 3.1 mm. The third assay aimed at study
the physiochemical characterization (ashes; lost weight on drying (humidity);
total phenols and total flavonoids of the crude samples; volatile compounds
contents; spectrum of absorption); microbiological analysis (counting of molds
and yeasts); sensory analysis and antioxidant activity from two distinct propolis,
marketable in Minas Gerais. Both samples, V and C of crude propolis are in
agreement with Brazilian regulation as for the percentile of ashes, (2,6 and
3,4%). Moisture of the sample V was 7.6% (maximum of 8%), however the
sample C presented value of 8.6%, which is above of maximum allowed.
Volatile compounds content was 0.63% on propolis C and 1.0% for propolis V.
As for of the absorption spectrum, the extracts ranged from 290.6 to 299.2 nm,
and the ethanolic extracts presented the highest wavelengths. Propolis C and
ethanolic and aqueous extracts presented low counting for molds and yeast
(<10 UFC.g™"), while crude sample V presented a counting of 4.9 x10° UFC.g™.
Regarding the sensory characterization, both samples of crude propolis were in
conformity with the limits established by the Brazilian regulation. All extracts
were low in antioxidant activity, though, ethanolic extracts presented higher
activity than the aqueous ones. In the fourth assay, two experiments were
carried out to determine inhibitory effects of propolis extract against some fungi.
The first one evaluated the effect of the different commercial extracts of propolis
(aqueous, ethanolic and propylene glycol) in the concentrations 0.1; 0.5; 1.0
and 1.5% against conidia germination of Aspergillus flavus, Alternaria
brassicae, Bipolaris sorokiniana and Colletotrichum musae. The second one

evaluated the mycelial growth of Botrytis cinerea, Colletotrichum
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gloeosporioides, Lasiodiplodia theobromae, Phythophthora capsici e Rhizopus
stolonifer, with laboratory propolis preparations (aqueous and ethanolic) in the
final concentrations of 2 and 3% on the growth medium. The nine fungi studied
are considered important pre and post-harvest pathogens. In the first assay, the
aqueous extracts had no inhibitory effect on conidia germination and mycelial
growth of tested fungi. Commercial ethanolic and propylene glycol extracts
showed inhibitory effect over 80% on the conidia germination of Alternaria
brassicae and Colletotrichum musae, even when used the lowest concentration.
Although conidia germination of Aspergillus flavus and Bipolaris sorokiniana
was not inhibited, its germ tubes were clearly shorter than the controls (no
propolis addition to growth medium). Regarding the mycelial growth assay, the
higher inhibitions were achieved with ethanol preparations added to the medium
at 3% to all test fungi. Lasiodiplodia theobromae was the less susceptible
fungus, while Phythophtora capsici was the most susceptible. Botrytis cinerea,
Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus stolonifer showed a variable

behavior.
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INTRODUGAO GERAL

O interesse do homem pelas abelhas é milenar. Pinturas rupestres que
mostram saques das colmeias para obtencdo de mel datam de periodos tao
remotos como o mesolitico. As abelhas produzem mel desde muito tempo
antes de o homem aparecer sobre a Terra, e este alimento tem sido valorizado
através de sucessivas geragdes. Entretanto, o interesse pelas abelhas nao é
somente pelo mel (ASIS, 1989). Nas Ultimas décadas tém-se despertado em
todas as partes do mundo o interesse por todos os produtos da colmeia: mel,
cera, polen, geleia real, apitoxina e propolis (ASIS, 1989; PAULINO, 2004).
Dentre os produtos apicolas, a propolis vem se destacando tanto pelas suas
propriedades  terapéuticas, atividade antimicrobiana, antinflamatdria,
cicatrizante, anestésica e anticariogénica, quanto pela possibilidade de
aplicagdo na industria alimenticia, na forma de alimentos funcionais (PARK et
al., 1998) e conservacdo de alimentos (ASIS, 1989).

A prépolis € uma mistura em proporgdes variaveis de resinas, coletadas
pelas abelhas em brotos de flores e exsudados de plantas, acrescidas de
secregbes glandulares, ceras e pdlen. Sua cor, sabor, odor, consisténcia,
composi¢cdo quimica e atividade biolégica dependem das espécies vegetais
que lhes deram origem e da época do ano (PAULINO, 2004).

A divulgacao dos efeitos terapéuticos da propolis e a procura cada vez
maior pelo homem de remédios naturais despertaram o interesse das industrias
ao redor do mundo. Atualmente, encontram-se disponiveis em lojas de
produtos naturais ou via internet uma enorme quantidade de marcas e produtos
feitos a base de propolis (LIMA, 2006), tais como balas, chocolates, doces,
shampoos, cremes para pele, solugdes anti-sépticas, pastas de dente,
sabonetes, etc (PARK et al., 1998).

A propolis apresenta uma grande quantidade de substancias e a
extracdo completa ou seletiva delas depende do solvente utilizado
(MALASPINA e PALMA, 2000). Os processos de extracdo mais comuns S&o:
em alcool, em agua, alta pressao (CO; liquefeito) e por emulsificagdo (SUZUKI,
2000).

A maioria dos componentes da propolis sdo substancias soluveis em
oleo, por isso a extragcdo em alcool € a mais comum (SUZUKI, 2000). No

mercado, a maioria dos extratos e tinturas disponiveis sdo a base de alcool. No
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entanto estas podem provocar reagdes adversas e contra indicagdes, tais como
sabor e odor forte de alcool que dificultam o uso via oral, principalmente por
criangas, idosos e pessoas muito debilitadas, além da resina e da cera
aderirem a parede dos copos, dando uma impressao de sujeira, entre outros
(SUZUKI, 2000).

Extragcbes em agua ndo apresentam os problemas citados acima, porém
este tipo de extrato tem pouca estabilidade e é facilmente contaminado
(MALASPINA e PALMA, 2000).

De maneira geral, como a populagdo utiliza a propolis como
complemento alimentar e como medicamento € necessario ter um controle de
qualidade rigoroso que deve abranger todas as fases de manipulagao, desde a
coleta da matéria prima até a elaboracgao final do produto. Na fase de coleta é
possivel observar que a matéria prima originada da entrada do alvado é
passivel de contaminagdao com po, restos da colmeia e de abelhas. Portanto, a
escolha de um método adequado de coleta ja € uma etapa importante na
qualidade da proépolis in natura (MALASPINA e PALMA, 2000).

Pesquisas com extrato aquoso ainda sao incipientes. Alguns autores
afirmam que suas propriedades sao tao eficazes como as do extrato alcodlico,
enquanto outros apontam que estes extratos possuem eficacia distinta
(SUZUKI, 2000; YILDIRIM et al., 2004; HU et al., 2005. Isto se deve,
provavelmente, ao fato de que em alguns trabalhos o extrato é obtido utilizando
solventes como hexano ou metanol, que posteriormente sdo evaporados, e 0
residuo € diluido em agua obtendo-se no final uma solugdo aquosa (ALY e
ELEWA, 2007), ja em outros trabalhos utiliza-se a agua como extrator,
obtendo-se assim um extrato aquoso (PINTO, 2000; PARK et al., 1998).

Devido a discrepancia com relacao as informagdes sobre as propriedades
do extrato aquoso, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos
comparativos visando esclarecer tais aspectos. Assim, o presente trabalho teve
por objetivo determinar indicadores de qualidade de extratos de prépolis
aquosos e etandlicos. Comparou-se o perfil fisico-quimico e a atividade
antioxidante de extratos de propolis etandlico e aquoso, obtidos a partir de trés
temperaturas de extragao, assim como a atividade antifungica e antibacteriana

destes extratos.



Objetivos especificos

e Avaliacdo do efeito inibitério de extratos comerciais de propolis verde
(aquoso, etandlico e propilenoglicol) nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0 e
1,5% sobre a germinagéo de conidios de cinco espécies fungicas;

e Avaliacdo do efeito inibitério de extratos de propolis verde (aquoso e
etandlico) nas concentragcbes de 2 e 3% sobre o crescimento micelial de
cinco espécies fungicas;

e Caracterizagéo da atividade antifungica dos extratos aquoso e etandlico de
propolis verde, obtidos a partir de trés temperaturas (50, 70 e 95° C) de
extragdo sobre dez espécies fungicas de reconhecida importancia como
agentes de podriddes pos-colheita em frutas e hortaligas;

e Caracterizagao da atividade antibacteriana dos extratos aquoso e etandlico
de propolis verde, obtidos a partir de duas temperaturas (50 e 70°C) de
extragao sobre trés espécies de bactérias patogénicas ao homem (1 Gram
positiva e 2 Gram negativas);

e Caracterizacao fisico-quimica (umidade, cinzas, flavondides totais, fenois
totais, espectro de absor¢gédo, compostos volateis) dos extratos aquosos e
etandlico de propolis verde;

e Contagem de fungos filamentosos e leveduras das amostras de propolis
verde bruta e dos extratos etandlicos e aquosos;

e Caracterizagcao sensorial das amostras de propolis verde bruta quanto ao
aroma, sabor, cor e textura;

e Caracterizagao da atividade antioxidante dos extratos aquoso e etandlico.
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CAPITULO |

PROPOLIS: CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE

1- INTRODUGAO

Ao longo da histéria, o homem aprendeu a utilizar os produtos naturais
na medicina. Das varias formas de utilizagao destacam-se as plantas brutas
(ex.: ervas) além das tradicionais preparagdes Galénicas (ex.: extratos)
(PEREIRA et al., 2002).

Um dos muitos produtos naturais utilizados durante séculos pela
humanidade tem sido a propolis administrada sob diversas formas. Seu
emprego ja era descrito pelos assirios, gregos, romanos, incas e egipcios. No
antigo Egito, por volta de 1700 a.c. a propolis, entdo denominada “cera negra”,
era utilizada como um dos materiais para embalsamar os mortos. Os gregos,
entre os quais Hipdcrates, a adotaram como cicatrizante interno e externo.
Plinio, historiador romano, refere-se a propolis como medicamento capaz de
reduzir inchagos e aliviar dores. Na Africa do Sul, na guerra ao final do século
XIX, foi amplamente utilizada pelas suas propriedades cicatrizantes e na
segunda guerra mundial foi empregada em varias clinicas soviéticas. Na antiga
Unido Soviética, a prépolis mereceu especial atencdo em medicina humana e
veterinaria, com aplicagbes inclusive no tratamento da tuberculose,
observando-se a regressao dos problemas pulmonares e recuperagao do
apetite (PEREIRA et al., 2002).

A propolis € uma resina de coloragéo e consisténcia variada coletada pelas
abelhas. Os materiais disponiveis para coleta da prépolis sdo produzidos por
uma variedade de processos botanicos em diferentes partes de plantas. Podem
ser substancias ativamente secretadas e substancias encontradas no exsudato
de cortes das plantas, materiais lipofilicos das folhas e dos brotos foliares,
mucilagens, gomas, resinas e latex (BANKOVA et al., 2000). Durante a coleta
da prépolis, as abelhas misturam a cera e secreg¢des salivares, que contém a
enzima B-glicosidase, acarretando a hidrdlise dos flavondides glicosilados em
flavondides agliconas (GHISALBERTI, 1978; MARCUCCI, 1995; BURDOCK,
1998; PARK et al., 1998).



As propriedades biologicas da prépolis estdo diretamente ligadas a sua
composi¢cdo quimica, e este possivelmente € o maior problema para a
padronizacao da propolis, tendo em vista que a sua composicdo quimica varia
com a flora da regido, época da colheita, com a técnica empregada para
extragdo e com a espécie da abelha (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995).
No Brasil sdo descritas propriedades biolégicas e composi¢do quimica distintas
para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais, essa variagcao
€ facilmente explicada pela grande biodiversidade brasileira (PEREIRA et al.,
2002).

Diversos estudos cientificos atribuem a prépolis uma infinidade de usos,
demonstrando que seu potencial para atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana (PARK et al., 1998; BOSIO et al., 2000; SANTOS et al., 2002;
SILICI et al., 2005; DRAGO et al, 2000), antitumoral, antioxidativa
(BANSKOTA et al., 2000; ALDEMANN, 2005; TEIXEIRA et al., 2008),
hepatoprotetora, regeneragao tecidual, citotéxica, entre outras (BANSKOTA
et al., 2000).

Os efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos
fendlicos que compde a propolis. Destes, os flavondides podem ser
considerados os principais compostos, encontrando-se ainda, alguns acidos
fendlicos e seus ésteres, aldeidos fendlicos, alcoois e cetonas (PARK et al.,
1995).

Comercialmente, a propolis tem ocupado lugar de destaque no mercado
nacional e internacional de produtos apicolas. Sua insercdo se deve,
essencialmente, as inumeras constatacoes das diferentes atividades bioldgicas
atribuidas aos seus constituintes quimicos. Como consequéncia, observou-se
incremento do valor agregado ao produto, sendo este um dos importantes
indicadores que representam a cadeia produtiva da apicultura (TEIXEIRA et al.,
2003). Um frasco de 40-50 mL do extrato alcodlico é vendido no Brasil por
cerca R$ 5,00 a 10,00, mas chega a custar 150 doélares em Toquio (PEREIRA
et al, 2002).

Este alto valor agregado pode justificar em parte o interesse dos
japoneses na propolis. A propolis brasileira atende cerca de 80% da demanda
japonesa (PEREIRA et al, 2002) e atualmente a grande procura deve-se ao
Artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico), um composto quimico

inicialmente isolado de propolis brasileira, o qual tem despertado grande
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interesse em raz&o de suas propriedades biolégicas (atividade anti-tumoral,
atividade antimicrobiana e antioxidante) (PAREDES-GUZMAN et al., 2003).

2) Fungao da prépolis e modo de coleta das abelhas

A palavra propolis provém do grego “pro” que significa defesa e “polis”
que significa cidade. As abelhas usam a propolis para recobrir todas as
paredes da colmeia, para obstruir buracos, frestas e unir partes. Serve também
como instrumento de regulagdo da temperatura interna, pelo isolamento de
compartimentos ndo utilizados, redugcdo de alvado (defesa e frio), além de
envernizar os alvéolos de cria com uma fina camada ao final de cada ciclo de
criacdo (GREENWAY et al., 1990; COUTO e COUTO, 2002; COSTA e
OLIVEIRA, 2005; WIESE, 2005; LIMA, 2006) e para eliminar possiveis
invasores, ou seja, a propolis é utilizada para isolar tudo que esteja relacionado
a defesa sanitaria e comprometa a sobrevivéncia da coldnia.

A propolis tem importdncia para o homem no uso veterinario
(cicatrizagao de feridas, cortes pds-operatérios, no combate de hemorragias,
no tratamento de mastite); na agricultura (no tratamento de doengas de plantas,
substituindo produtos quimicos); na industria de cosméticos (cremes de beleza,
pasta dental, shampoos, sabonetes) e na industria de alimentos (pastilhas,
bombons, chicletes) (COSTA e OLIVEIRA, 2005).

Embora as operarias possam viver por pouco tempo, elas realizam uma
série de tarefas dentro da colmeia de acordo com a sua idade e a coleta é a
ultima atribuicdo de uma operaria e sera realizada fora da colmeia. Nesta fase
a abelha € chamada de campeira e sera responsavel pela coleta de pdlen,
néctar, agua e propolis. As abelhas coletam as resinas, de botdes florais ou
brotos de vegetais, utilizando suas mandibulas e patas (Fig. 1). A resina é
retirada aos pedacos com as mandibulas e € manuseada com o primeiro par
de patas e depois depositadas na corbicula (Fig. 2). Apés encher a corbicula é
feito o transporte da prépolis pela campeira até a colmeia e repassa as outras
operarias que utilizardo nos locais necessarios (COSTA e OLIVEIRA, 2005;
LIMA, 2006).



Figs. 1-2: Abelha coletando resina (1) e com a corbicula cheia de resina (2). Fonte: F. Jaussi

(www.apis.admin.ch)

3) Principais areas produtoras e principais espécies vegetais para coleta

de resina

As informacgdes sobre a producdo de propolis brasileira é bastante
escassa. Ha apenas avaliagbes de produtores e exportadores que situam a
producao brasileira entre 49 a 150 toneladas anuais. Somente quatro
municipios mineiros (Muzambinho, Machado, Bambui e Formiga) produzem em
torno de 5 toneladas/més durante a estagcdo produtora. Considerando que
Minas Gerais responde por mais de 50% da produgao anual e o restante esta
distribuido entre o sul do Parana, leste de Sao Paulo e algumas areas serranas
do Espirito Santo e Rio de Janeiro, conclui-se que uma estimativa de 49
toneladas é muito conservadora e a de 150 toneladas pode estar
superestimada. O consenso é de que o Brasil é considerado o segundo maior
produtor mundial, logo atras da China (LIMA, 2006).

Em paises de clima temperado da Europa e América do Norte, os
vegetais produtores da resina para produgado de propolis sdo poucos. O
choupo, Populus L., da familia Salicaceae é a principal fonte. Ainda pode-se
encontrar esta espécie vegetal na Asia e no norte da Africa. Entretanto, ndo é
natural dos trépicos. No Brasil, ha diversas espécies vegetais para a retirada de
resina. Porém, poucas foram as espécies identificadas até agora, sendo o
assa-peixe (Vernonia polyanthes Less. ), a aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi), o alecrim (Baccharis spp.) e o eucalipto (Eucaliptus spp) alguns
exemplos de vegetais onde as abelhas buscam a matéria-prima para a
producao da propolis (PARK et al., 2000).
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As qualidades da propolis que interessam ao produtor s&o: a origem
vegetal, a textura, o aroma e a cor que variam em fungédo do tipo de material
coletado. De um modo geral, existe uma predominancia de fontes de recursos
em cada regido, proporcionando a cada regidao tem uma prépolis com aroma,
cor, textura caracteristica. A prépolis brasileira que apresenta maior aceitagcéo
no mercado internacional € a de cor verde, com aroma suave, textura
consistente e predominancia de alecrim (Baccharis spp.). Outro tipo de propolis
bem aceita no mercado internacional € a denominada prépolis de eucalipto,
também verde e difere da de alecrim por ter um aroma menos suave (LIMA,
20006).

Contudo, a exemplo de muitos outros produtos naturais, falta a prépolis
garantia de parametros essenciais quanto a sua eficacia, seguranga e
qualidade, de forma a permitir o seu uso racional. Para tanto, avaliagdes
fitoquimicas e farmacotoxicolégicas se fazem necessarias (TEIXEIRA, 2003).
Hausen et al. (1987, 1988) citados por Teixeira (2003) identificaram alguns
compostos alergénicos presentes em propolis originaria de espécies do género
Populus, bem como em constituintes presentes em suas gemas foliares.
Popova et al. (2002) comprovaram que certos compostos presentes em
amostras de propolis provenientes de Myroxylon balsamum (Fabaceae)
apresentam consideravel toxicidade. Embora incipientes alguns trabalhos
também vém sendo desenvolvidos no intuito de se estabelecer dosagens de

ingestao diaria consideradas seguras (BURDOCK, 1998).

4) Classificagcao e armazenamento da prépolis

E imprescindivel realizar um controle total desde a produgéo, extracao,
selecdo e armazenagem. A presenca de impurezas muda a classificagdo da
propolis e a sua aceitagao comercial. A propolis pode ser classificada em: 12
qualidade (propolis granulada, livre de impurezas, aroma agradavel); 22
qualidade (prépolis granulada, colhida no alvado, na tampa e parede, sem
impurezas, aroma agradavel); 3% qualidade (raspagem de quadros, tampas,
paredes, com poeiras € sem granulos uniformes). O preg¢o da propolis varia de
acordo com seu estado de pureza e origem botanica (COUTO e COUTO, 2002;
WIESE, 2005).
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O mercado esta cada vez mais exigente e soO terdo éxito aqueles que
investirem em um rigoroso controle de qualidade. O produtor tera que se
adequar a um mercado que nao aceita qualquer tipo de propolis, existindo
atualmente uma tendéncia entre os exportadores em substituir as
caracteristicas sensoriais pela sua origem botéanica (LIMA, 2006).

A prépolis brasileira tem sido usada como ingrediente em alimentos
funcionais, principalmente no Japdo, nos Estados Unidos e na Europa. No
Japao, ha grande procura por prépolis que contenha Artepillin C (acido 3,5-
diprenil-4-hidroxicinamico), um composto quimico inicialmente isolado da
propolis brasileira, o qual tem despertado grande interesse em razdo de suas
propriedades bioldgicas (atividade anti-tumoral, pela promog¢ado da apoptose e
cura da leucemia, favorecendo o aumento da resposta imunolégica, além de
apresentar atividade antimicrobiana e antioxidante). As prépolis brasileiras sdo
rotuladas como um produto unico ("Brazilian propolis") e a grande procura tem
se dado em funcdo da presenca de Artepillin C (PAREDES-GUZMAN et al.,
2003).

Em geral a propolis € um produto estavel, mas suas condi¢gdes de
armazenamento sao importantes. Propolis in natura e seus extratos devem ser
armazenados no escuro, em recipientes herméticos e em locais frescos,
preferencialmente com temperatura menor do que 10°C. Prépolis velhas nao
devem ser misturadas com propolis frescas (MALASPINA e PALMA, 2000).
Nunca se deve guarda-la em forma de “bolas”, exposta as condigbes do meio,
sem nenhuma protecdo. Isso reduz o brilho e aumenta a oxidagéo,
prejudicando a qualidade do produto, desvalorizando-o comercialmente
(COUTO e COUTO, 2002).

Sendo um produto de origem organica, seu armazenamento por um
tempo muito longo pode levar a perda ou diminui¢do de suas caracteristicas ou
atividades biolégicas (COSTA e OLIVEIRA, 2005).

Prépolis liofilizada tem sido usada como um método alternativo para
preservagao das atividades biologicas, mas ndo ha informag¢des cientificas
sobre o efeito do produto apds longo tempo de armazenamento. Esse método
pode ter importancia quando usado em larga escala em certas formulagoes,
mas nao é possivel garantir que algumas caracteristicas benéficas possam ser
mantidas durante o processo. Se a propolis in natura ou a sua utilizagdo em

outros produtos ndo tiver um processamento adequado, pode haver
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contaminagao por coliformes termotolerantes e varios tipos de microrganismos
como bactérias, fungos e leveduras. Alguns tipos de fungos que séo de dificil
controle podem contaminar, causar infecgbes no tubo digestivo e provocar
graves lesdes. O tempo que o produto pode permanecer nas prateleiras dos
locais de venda depende de sua composi¢ao e do tipo de embalagem, sendo
por isto, determinados para cada caso. Muitos dos componentes individuais do
produto sdo susceptiveis a decomposigdo ou transformagdes (principalmente
oxidagcao) (MALASPINA e PALMA, 2000).

5) Producgao do extrato de propolis

Das formas de comercializagao da prépolis o extrato € a que apresenta
maior potencial. Pode ser comercializado em farmacias, supermercados, casas
de produtos naturais e outros (COSTA e OLIVEIRA, 2005).

Varias literaturas descrevem procedimentos de extracido diferenciados
com diferentes solventes extratores. Sua escolha depende da finalidade do
uso (ALDEMANN, 2005). Pelo fato da propolis apresentar uma grande
quantidade de substancias, a sua extracdo completa ou seletiva depende do
solvente utilizado. Na industria alimenticia, medicinal ou aplicagdes em
cosmeéticos utiliza-se o alcool neutro (grau alimenticio) determinado pela
legislagdo. A metodologia mais usada pelas unidades processadoras € a
extracdo em alcool de cereais (70%) na proporgéo 7 (alcool):3 (propolis)
(volume/massa) para obtengdo da concentragdo de 30%. Embora esse seja o
critério mais usado no Brasil, ele ndo é adequado uma vez que as medidas
utilizadas no processo sao diferentes (volume/massa) (MALASPINA e PALMA,
2000).

Fernandes Jr. et al. (1997) produziram extratos triturando 50 g de
prépolis em 100 mL de etanol 96 °GL. Kumazawa et al. (2004) realizaram
experimentos com extrato etandlico obtido em temperatura ambiente por 24
horas. Kujumgiev et al. (1999) testaram as atividades biologicas
(antibacteriana, antifungica e antiviral) de extratos etandlicos de préopolis
obtidos com etanol 70% (1:10 p/v) por 24 horas. Bankova et al. (1998) e Hegazi
et al. (2000) obtiveram os extratos também com etanol 70% mas realizaram a
reextracdo apds 24 horas. Park et al. (1995) prepararam extratos com 2

gramas de prépolis e 25 mL de etanol 80%, agitando por 30 minutos e
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temperatura de 70 °C. Ao contrario de Moreno et al. (2000) que para cada
grama de propolis pulverizada adicionaram 15 mL de etanol 80% e agitagéo
continua por 24 horas a temperatura ambiente. Sforcin et al. (2000) trituraram
30 g de proépolis com 100 mL de alcool etilico 95°GL, com agitagdo moderada e
temperatura ambiente. A mesma metodologia deixando os extratos em
agitacao por sete dias foi utilizada por Bosio et al. (2000), Fernandes Jr. et al.
(2001), e Miorin et al. (2003). Menezes et al. (1997) utilizaram 100 g de propolis
e 200 mL de etanol 95% em um banho com agitagdo por 1 semana a 25 °C.
Fernandes Jr. et al. (2001) para a obtengao de extratos etandlicos de propolis
de meliponineos adicionaram a 100 g de prépolis 100 mL de etanol 95% em
temperatura ambiente por dois dias.

Extragbes em agua também podem ser realizadas. Os principais
problemas desse tipo de extrato sdao a estabilidade e a facilidade de
contaminagao. Para ser usado em produtos finais com base oleosa, os extratos
com alta concentragao alcodlica sdo praticos. Para o uso predominantemente
em base hidroalcodlica, recomenda-se extratos feitos com baixa concentracao
de alcool. Independente do tipo de solvente utilizado, o tempo de extracéo
empregado pelas diferentes empresas varia de semanas até meses
(MALASPINA e PALMA, 2000).

Nagai et al. (2003) testaram as propriedades antioxidantes de extratos
aquosos obtidos com 50g de propolis e 5 vezes o volume inicial da amostra de
agua destilada, agitagdo a 20 °C por um dia e uma reextragdo do residuo por
mais um dia. Bianchini e Bedendo (1998) utilizaram extrato aquoso de prépolis
obtido com 100 g de prépolis triturada em 1 litro de agua destilada por 1-2 min
usando um aparelho tipo “mixer”. Pela complexa composi¢cdo quimica,
dificilmente encontrar-se-a um solvente que extraia todos os seus principios
ativos, devido as diferentes polaridades das moléculas. Por outro lado, a adicao
de um tensoativo ou qualquer outra substancia com uma extremidade polar e a
outra formada por uma cadeia parafinica longa, pode diminuir a tenséao
interfacial entre as substancias presentes na propolis e o meio (Magro e
Carvalho (1990) citados por KONISHI et al., 2004) ajudando a solubiliza-las. Os
extratos etandlicos sao os mais utilizados, mas alguns autores utilizaram outros
solventes para a obtengcao dos extratos de propolis. Higashi e Castro (1994)
utilizaram extratos em dimetilsulfoxido além dos extratos etandlicos, triturando

as amostras de propolis no solvente por 4 horas e filtrando. Fontana et al.
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(2000) obtiveram extratos com um grama de propolis extraido com 10 vezes o
volume inicial da amostra de solventes de diversas polaridades (desde hexano
até metanol) a 25 °C e deixado por um dia em agitador (100 rpm). Marcucci et
al. (2001) utilizaram extratos metandlicos de prépolis onde 50 g de amostra foi
extraida em aparelho de Soxhlet com metanol a quente por 8 horas. Kherzi et
al. (2006) utilizaram quatro extratos utilizando hexano, diclorometano, metanol
e agua aquecida como solventes. Aly e Elewa (2007) obtiveram extratos a
partir de 100g de prépolis tratada com hexano por 3 horas, seguido de outra
extragdo em metanol por 3 h em Sohxlet, esses solventes foram evaporados.

Ao residuo final foi adicionado agua destilada gerando o extrato aquoso.

6) Legislagao sobre a proépolis

A legislagdo brasileira que regulamenta o setor de produtos apicolas
teve seu inicio em 1952 com o RIISPOA - Regulamento da Inspegao Industrial
e Sanitaria de Produtos de Origem Animal por meio do Decreto n® 30.691 de 29
de marco de 1952 que instituiu o DIPOA — Departamento de Inspecado de
Produtos de Origem Animal e o SIF — Servigo de Inspegao Federal. O RIISPOA
traz informacbes essenciais, tais como normas para instalagoes,
equipamentos, registros, regulamentagao da instalagao dos estabelecimentos e
suas condi¢gdes de funcionamento, instituicido de modelos de carimbos oficiais
obrigatorios e orientacdes sobre rotulagem (LIMA, 2006).

Para todo e qualquer produto destinado ao consumo existe uma
legislagao especifica a ser seguida na composigcao dos rétulos. A composicao e
a concentragao do produto devem estar de acordo com os valores colocados
nos roétulos. S6 os produtos legalmente registrados no Ministério da Saude
(MS) podem conter bula ou indicagdo terapéutica. Os produtos registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sé devem ser
comercializados como complemento alimentar e ndo podem conter qualquer
indicagao terapéutica (MALASPINA e PALMA, 2000).

O Ministério da Saude nao considera a prépolis como alimento e
recomenda que ndo sejam abertos processos de registro para tal proposito.
Como medicamento a prépolis e produtos elaborados podem ser registrados
desde que seguidos todos os passos referentes a registro de medicamentos

(LIMA, 2006).
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Alguns paises tém mostrado preocupagdo com padréo internacional
definido para propolis in natura ou para extrato em relagdo ao controle de
qualidade. Na Russia, pesquisadores propuseram alguns indicadores
quantitativos que nao foram universalmente aceitos, como por exemplo,
atividade bactericida, que representa apenas um unico aspecto (Munn (1988)
citado por MALASPINA e PALMA, 2000). No Japédo sao utilizados varios
indicadores diferentes, dependendo da empresa ou da associagao responsavel
(n&o oficial), mas nao ha padronizagdo de parametros ou de valores para cada
variavel. Na Inglaterra em 1999, a HFMA (Health Food Manufactures’
Association) estabeleceu um critério para determinar uma qualidade padrao da
propolis in natura e purificada. Dentre esses critérios sao considerados
aparéncia, cor, propriedades sensoriais, flavonoides e pureza. No Brasil existe
uma preocupagcao muito grande por parte das empresas e do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento em estabelecer um controle de
qualidade mais efetivo da prépolis in natura e seus derivados. Assim, nos
ultimos anos, varias tentativas foram feitas para resolver essa questdo. Um
grupo formado por representantes do Conselho Nacional do Agronegécio
Apicola (CONABEE), da Confederagdo Brasileira de Apicultura, associagoes,
empresas, pesquisadores e técnicos do MAPA elaboraram uma proposta e
encaminharam ao referido MAPA normatizar a identidade e os requisitos
minimos de qualidade a que deve atender a prépolis (MALASPINA E PALMA,
2000).

A Instrugdo Normativa n° 3, de 19/01/2001 do Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal, do MAPA estabelece um padrao
oficial que contempla a propolis in natura e o extrato de prépolis. O Anexo VI
desta Instrucéo fixa e descreve a composicao, propriedades fisicas e quimicas
(umidade, cera, cinzas, compostos fendlicos, flavondides e oxidagao),
caracteristicas sensoriais (aroma, sabor, consisténcia e granulometria);
acondicionamento e demais condigdes a que um extrato deve obedecer para
ser considerado apto para comercializagdo e consumo (auséncia de
contaminantes de origem sintética e aditivos, e critérios de qualidade higiénico
sanitarias) (BRASIL, 2001).

A publicagdo desses regulamentos criou parametros de qualidade

minimos que devem ser seguidos (LIMA, 2006).
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7) Composigao da propolis

De uma maneira geral, a composi¢ao da prépolis inclui 55% de resinas e
balsamos, 30% de cera, 10% de 6leos volateis e 5% de pdlen (WIESE, 2005) e
metabdlitos secundarios, entre as quais triterpendides, flavondides, acidos
aromaticos, acidos graxos, fendis, aminoacidos, vitaminas A, B4, B,, B, C e E,
além de minerais, como Mn, Cu, Ca, Al, V, Ni, Zn e Cr. A proporgao dessas
substancias varia e depende do local e da época da coleta. Pesquisas
mostraram que a composigcao da propolis € muito similar a dos exsudatos de
brotos das plantas visitadas pelas abelhas (SILVA et al., 2005).

Dadas as dimensdes continentais do Brasil e a grande diversidade da
flora e variedade de ecossistemas, a composicdo quimica da propolis é
extremamente complexa e sao varios os tipos de prépolis produzidos (LIMA,
2006), existindo também diferengas entre a propolis produzida por abelhas
nativas e abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) (SILVA et al., 2006).

A propolis de maior aceitacdo no mercado internacional € a de cor verde
(Figura 3), aroma suave, textura consistente e com predominancia de alecrim
(Baccharis sp.). Outro tipo de propolis bem aceita € a denominada prépolis de
eucalipto, esta propolis também tem cor esverdeada e difere da do alecrim por
ter um aroma menos suave (LIMA, 2006).

Park et al. (2000) desenvolveram um trabalho cujo objetivo foi classificar
amostras de prépolis coletadas de todas as regides do Brasil (exceto regido
norte) e avalia-las de acordo com alguns métodos fisico-quimicos e algumas de
suas propriedades bioldgicas. Apdés o processamento e analise quanto a
aparéncia e coloracdo dos extratos classificaram 12 grupos distintos de
propolis (Tabela 1). Neste mesmo trabalho, estes autores sugerem que existe
maior diversidade de propolis nas regides sul e nordeste do Brasil, proporcional

a variacao da vegetagao destas regides.
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Tabela 1: Agrupamento da prépolis brasileira quanto a cor.

Extrato Etandlico de Propolis
Grupos* Cor Substéncias Origem da
Soluaveis (%) prépolis

Grupo 1 (RSS) Amarelo 63,0 Regido Sul

Grupo 2 (RS1) Castanho claro 57,5 Regido Sul

Grupo 3 (PR7) Castanho escuro 65,0 Regido Sul

Grupo 4 (PRS) Castanho claro 54,5 Regido Sul

Grupo 5 (PR9) Marrom esverdeado 58,7 Regido Sul
Grupo 6 (BA11) Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BAS1) Marrom esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PES) Castanho escuro 41,3 Regido Nordeste
Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE3) Amarelo escuro 24,1 Regido Nordeste
Grupo 11 (PI1) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12(SP12) | Verde ou Marrom esverdeado 61,0 Regido Sudeste

Fonte: Park et al. (2000).
(*RS: Rio Grande do Sul; PR: Parana; BA: Bahia; PE: Pernambuco; CE: Ceara; PI: Piaui; SP:
Sao Paulo).

Recentemente, foi encontrada uma propolis vermelha (Figura 4) em
colmeias localizadas ao longo do litoral e manguezais no nordeste brasileiro
que foi classificada entdo como prépolis do grupo 13. Foi observado que as
abelhas coletavam o exsudato vermelho da superficie da Dalbergia
ecastophyllum (L) Taub. assumindo que essa é a origem botanica da prépolis

vermelha (DAUGSCH et al., 2006).

Figs. 3-4: Propolis verde (3) e propolis vermelha (4).
Fontes: Bacha, 2005; Agéncia Alagoas, 2009.

Os estudos desenvolvidos em praticamente todo o mundo atribuem a
complexidade de sua composigao, propriedades farmacoldgicas importantes,
considerando alguns compostos isoladamente, ou o sinergismo entre eles. Os

resultados indicam atividade de amplo espectro contra diferentes
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microorganismos (fungos, bactérias, virus, protozoarios, etc.) Ainda,
importantes propriedades biolégicas  antioxidante, acitotoxica e
imunomoduladora foram comprovadas (BANKOVA et al., 2000).

A analise quimica da propolis € muito dificultada, devido ao fato de se
tratar de uma mistura de compostos que varia de acordo com a flora de cada
regiao, época do ano (NASCIMENTO et al., 2007), dentre outros fatores e pode
conter centenas de substancias quimicas com funcdes ainda desconhecidas
(COSTA, 2007). A investigagcao da composi¢cao quimica possibilita estabelecer
a correlacao de seus constituintes e atividade farmacolédgica destes (SOUSA et
al., 2006).

Ultimamente, esta analise tem se concentrado nos extratos aquoso e
etandlico porque sdo os mais usados nos diversos tipos de aplicagdes
terapéuticas (NASCIMENTO et al., 2007).

Os compostos quimicos encontrados na propolis podem ser organizados
em alguns grupos principais como: agucares, alcoois, aldeidos, acidos e
ésteres alifaticos, acidos graxos, aminoacidos, acidos aromaticos, ésteres
aromaticos, esterdides, cetona, charconas e D-hidrocharconas, flavondides
(flavonas, flavonais e flavononas), terpendides, entre outros (LIMA, 2006).

Os efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos
fendlicos que compde a prépolis e que estdo largamente distribuidos no reino
vegetal. Destes, os flavondides podem ser considerados os principais (RUSSO
et al., 2002), encontrando-se ainda, alguns acidos fendlicos e seus ésteres,
aldeidos fendlicos, alcoois e cetonas (BANKOVA et al., 1983; BANKOVA et al.,
1992). Fatores como a ecologia vegetal da regiao onde a propolis foi coletada
(PARK et al., 1995) e até mesmo a variabilidade genética das rainhas (KOO e
PARK, 1997), também influenciam na composi¢cdo quimica da propolis.

Estrtuturalmente, os flavonoides constituem substancias aromaticas com
15 atomos de carbono (C1s) no seu esqueleto basico. Possuem nessa estrutura

trés anéis aromaticos Cs-C3-Cs (A, B e C) (Figura 5).

Fig. 5: Estrutura basica dos flavondides (Pimentel et al., 2005).
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Na Figura 6 podemos observar algumas estruturas de flavondides
comumente encontradas na prépolis: canferol, quercetina, isorramnetina e
galangina sao flavondis; apigenina, luteolina, crisina e tectocrisina séo
exemplos de flavonas; a pinocembrina € uma flavonona e a pinobancsina € um
diidroflavonol. Ja na Figura 7, mostra exemplos de compostos fendlicos, varios
deles comuns nos produtos apicolas, como: acido galico, p-cumarico, cafeico,

ferulico e siringico.

HO | X 0 P
|
I
NN OH
| o |
O Quercetina Canferol
OCH;
.~ OH

OH 0 Isorramnetina

=% ~COH ﬁ/\-‘}"“
|
o !
O q‘zx'\r/ﬂl\"w/[|\;"j HO A":?; 7 \N
¢ '
h_‘\/ - / -t.D
i
Ch 1_ir Luizoiina Ui 0O Galangina

)
UH 5 T 2
3 )\E-\ \l,r,.f

= Tectornis na

HO

|

I 5
Pinocembrina

H og ©

o 0 Pinobanksina

Fig. 6: Algumas classes de flavondéides encontrados em prépolis (Marcucci et al., 1998).
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Os flavondides possuem espectros de absorcao caracteristicos no
ultravioleta, determinados pelo nucleo comum benzopirona, com dois maximos
de absorcao: um ocorrendo entre 240-285 nm (banda Il) e outro entre 300-400
nm (banda I). Em geral, a banda |l pode ser considerada como devido a
existéncia do anel A e a banda | devido ao anel B. As diferentes classes dos

flavonoides possuem bandas de absorgéo caracteristica (Tabela 2).

Tabela 2: Bandas de absor¢cdo de flavondides e acidos fendlicos em solugao

metandlica e em presenca de cloreto de aluminio (AICI;).

' Bandal @ Bandall = Deslocamento provocado por |
Tipo de flavonéide -
(nm) (nm) complexag¢ao com AICI; (nm)**
Flavonas 310-350 250-280 +35-55*
Flavonois(3-OH substuido) 330-360 250-280 +50-60*
Flavonois (sem 3-OH) 350-385 250-280 +35-55*
310-330
Isoflavonas 245-275 +10-14
ombro
Isoflavonas (5-desoxi-6,7-
320 pico 275-295 +11-30
dioxigenadas)
300-330
Flavanonas e diidroflavonéis 230-270 +20-26"
ombro
Chalconas 340-390 230-270 +48-64*
+40*
Auronas 465-560 270-280
+60-70*

* Tém um desvio batocrémico (para comprimentos de onda maiores) na faixa de (mostrada na tabela). **
Em 425 nm, os acidos fendlicos e outras substancias fendlicas ndo absorvem em presencga de AICIs, por
isso ndao ha interferéncia destas substdncias no  doseamento de flavondides.
Fonte: Aldemann, 2005.

O aumento do grau de hidroxilagdo do nucleo leva ao aumento do efeito
batocrémico e, consequentemente, os espectros deslocam-se no sentido dos
maiores comprimentos de onda (MARCUCCI et al., 1998). Entdo, de um modo
geral, apresentam maior absor¢cdo na faixa entre 250 e 350 nm (Tabela 3)
(PARK et al., 1995).
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Tabela 3- Comprimentos de onda de absorgao das principais classes de flavondides.

Fonte: Aldemann, 2005.

Faixa de variagao A max (nm)
da principal e
= (secundario)
Classe dos absor¢ao (nm) para
o Exemplos Solvente parao
Flavonéides as classes de
» exemplo
flavondides
cianidina-3- 0,01% HCI 269-289 523
Antocianinas |  rutinosidio em metanol 310-333 (290)
495-538
350
. 248-286 .
Flavonas Luteolina Etanol 332-356 (255; 268)
252-268 368
Flavondis Canferol Etanol 345-379 (268)
Fl Nari i Etanol g;g:ggg (298'2224)
avanonas aringenina ano 312-335 ;
296302 262
Isoflavonas Genistina Etanol 320-335 (330)
235-266 393
Chalconas | Neoplatimenina | 95% etanol 320-385 (268; 320)
Al Hispidol 95% etanol ggj:ggé (232%54)
uronas ispido o etano 388-413 ;
230-245
. 250-265 258
0,
Xantonas Mangiferina 95% etanol 305-330 (242: 316; 364)
340-400

Uma variedade de métodos estdo sendo utilizados para determinar a

capacidade antioxidante, como por exemplo, a medida da prevenc¢ao do dano

oxidativo a biomoléculas como lipideos e DNA, e métodos para avaliar a
degradacao de radicais (FERRONATO et al., 2006). Dentre esses métodos
destaca-se o descrito por Pratt e Watts (1964), Hammershimdt e Pratt (1978),

Pratt e Birac (1979), que consiste na oxidagdo acoplada do B-caroteno e do

acido linoleico. Outra metodologia simples, mas igualmente informativa € o uso

de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil). Nesse caso utiliza-se DPPH como radical
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livre, permitindo-se que compostos antioxidantes reajam com o radical em
solugdes alcodlicas. Assim, colocando-se os compostos testados em contato
com a solugdo contendo DPPH, é possivel monitorar a diminuicdo da
absorbancia ocorrida durante a reacao (TEIXEIRA, 2003).

Park et al. (1998) utilizaram o sistema do acido linoléico para analisar a
atividade antioxidante de extrato aquoso e etandlicos (com diferentes
concentragbes de etanol) e concluiram que todos os extratos apresentaram
atividade antioxidante. No entanto, os extratos de propolis a 70 e 80% de
etanol apresentaram a maior atividade antioxidante, seguido pelos extratos
etandlicos nas concentragdes de 90, 60, 50 e 40%, respectivamente. Os
extratos que apresentaram menor atividade antioxidante foram os extratos
etandlico a 20% e o extrato aquoso.

Russo et al. (2002) determinaram a capacidade antiperoxidativa de
extratos de prépolis e CAPE (acido caféico ester fenetil) e galangina e
obtiveram como resultado que os extratos tem efeito protetor contra a
peroxidacao e uma potente capacidade de varrer radicais hidroxila.

A atividade antioxidante de extratos etandlicos de propolis provenientes
de varias regides geograficas (Brasil, Turquia, Nova Zelandia, Argentina,
Australia, Tailandia, Chile, Bulgaria, Africa do Sul, China, Uzbequistdo, Uruguai,
Ucrania, Estados Unidos e Hungria) foi avaliada pelo sistema do acido linoléico
e do DPPH e as amostras demonstraram possuir atividade varredora de
radicais livres DPPH e capacidade de protecdo de substratos lipidicos da
oxidagdo pelo método de descoramento do [B-caroteno (KUMAZAWA et al.,
2004).

Teixeira et al. (2008) investigaram a capacidade antioxidante da propolis
oriunda de trés diferentes localidades de Minas Gerais, utilizando DPPH. Os
extratos de préopolis de amostras de Itapecerica e Paula Candido apresentaram
um alto teor de compostos fendlicos e uma pronunciada atividade antioxidante,

0 que nao ocorreu com os extratos provenientes das amostras de Virginopolis.

8) Propriedades biolégicas

A propolis tem sido utilizada na medicina popular de inumeros paises por

suas atividades biologicas, podendo-se citar atividades antimicrobianas, anti-
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inflamatorias, anti-sépticas, entre outras, e tem recentemente atraido a atencao

dos pesquisadores pela sua riqueza quimica (SILVA et al., 2006).

8.1) Atividade antioxidante

Diversos processos metabdlicos do organismo humano produzem
algumas substancias oxidadas, denominadas radicais livres. Quando
acumulados ou produzidos acima do normal, estes radicais livres provocam
uma série de efeitos deletérios a saude humana. Assim, algumas doencgas
estdo relacionadas ao aumento de radicais livres no organismo:
envelhecimento precoce, doencas cardiovasculares, neoplasias, doencas
neuroldgicas, entre outras. A propolis contém uma grande quantidade de
compostos que possuem a capacidade de remover o excesso de radicais livres
(LIMA, 2006). Entre eles os flavondides e outros compostos fendlicos. Eles
estdo relacionados a habilidade da propolis na protecdo contra os danos
causados pelos radicais livres (RUSSO et al., 2002). Esta agdo antioxidante se
deve ao fato de que os flavondides minimizam a peroxidagao lipidica e o efeito
dos radicais livres (MARCUCCI et al., 1998). De fato, esses biopolifendis
demonstram interferir ndo apenas na propagacao da reagdo, mas também na
formacao de radicais livres, tanto quelando os metais de transicdo quanto pela
inibicdo de enzimas envolvidas na inicializacdo da reacdo (RUSSO et al.,
2002).

Os flavondides, por serem pigmentos presentes em todas as células
fotosintetizadoras, sdo encontrados em ervas, legumes, frutas e mel. Esse
grupo pode ser dividido nos seguintes subgrupos: antocianinas, flavanas,
flavononas, flavonas, flavondis e isoflavonoides. Porém, as flavononas ocorrem
predominantemente em frutas citricas, as flavonas em plantas utilizadas para
condimentos, os isoflavondides em legumes, as antocianinas e catequinas em
frutas e flavonodis em todas as frutas e vegetais (Tabela 4). Os nutricionistas
estimam que a ingestdo média de flavondides em uma dieta normal é de 1 a 2g
por dia e por serem consumidos em grandes proporgdes dentro de uma dieta
humana regular, esses compostos desempenham um importante papel na
saude humana (ALDEMANN, 2005; PIMENTEL et al., 2005).
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Tabela 4: Principais classes de flavonoides e exemplos.

Classes Exemplos Fontes

Antocianinas cianidina, delfinidina Predominantemente em frutas e

flores.

Flavanas (mono, bi | catequina, epicatequina, | Flavanas s&o encontradas em
e triflavans) frutas e chas (verdes ou pretos).

luteoforol, procianidina, ) -
Biflavanas sdo encontradas em

thealfavina frutas, lupulo, nozes e bebidas
como chas e agua de coco.
Flavononas hesperidina, narigenina Encontradas quase que

exclusivamente em
frutas citricas

Flavonas apigenina, luteonina, Encontradas quase que
exclusivamente em

frutas citricas. Mas também em
nobiletina, tricetina cereais, frutas, ervas e vegetais.

diomestina, tangeretina,

Flavondis quercitina, rutina, Estdo presentes em diversas
fontes, sendo predominantes em
vegetais e frutas.

Isoflavondides daidzeina, genisteina Sao encontrados quase que
exclusivamente em legumes,
particularmente na soja.

miricetina

Fonte: Lopes, et al. 2000.

8.2) Atividade antibacteriana

A propriedade antimicrobiana da prépolis tem sido extensivamente
investigada, confirmando suas inumeras atividades como antibacteriana,
antiviral, antifungica e antiprotozoaria (GHISALBERTI, 1979; BURDOCK, 1998;
YILDIRIM et al., 2004).

A primeira investigagdo de atividade antibacteriana da proépolis foi
descrita por Kivalkina (1948) citado por GHISALBERTI (1979) que mostrou o
efeito bacteriostatico contra Staphylococcus aureus e o bacilo da tiféide.

Bianchini e Bedendo (1998) testaram o efeito do extrato aquoso de
propolis nas concentragdes de 0,1%, 1,0% e 10% sobre cinco espécies
bacterianas fitopatogénicas  (Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter
michiganensis e Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Pseudomonas
syringae pv. tabaci e Erwinia chrysanthemi). Nesse ensaio observou-se que as
bactérias  Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis e
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli foram completamente inibidas quando
submetidas ao extrato na concentracdo de 10%. Erwinia chrysanthemi foi
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parcialmente inibida, e Pseudomonas syringae mostrou-se insensivel ao
extrato. As amostras com concentragdes menores ndo apresentaram nenhum
efeito sobre as bactérias estudadas.

Miorin et al. (2003) investigaram a atividade do extrato etandlico de
propolis (30g prépolis em 100mL de etanol, mantidos a temperatura ambiente
por 7 dias), contra Staphylococcus aureus e compararam com amostras de
mel. Os autores observaram que as amostras de propolis tiveram maior efeito
antibacteriano quando comparado com as amostras de mel.

Yildirim et al. (2004) pesquisaram a atividade antibacteriana de extratos
aquosos da propolis turca contra Mycobacterium tuberculosis, agente causador
de infecgdo tuberculésica, em porcos guinea. Concluiram que o extrato aquoso
de proépolis turca possui efeito inibitério no desenvolvimento dessa infecgao.

Alguns relatos atribuem essa variabilidade de resultados a complexa
composicdo quimica da prépolis que tem como fator de influéncia a
sazonalidade, ou seja, sdo dependentes do local de origem, da espécie vegetal
no qual a abelha coletou a resina, da época do ano em que essa propolis &
colhida e da espécie da abelha. Sforcin et al. (2000) verificaram a inibicao do
crescimento da bactéria S. aureus (Gram-positiva ) com baixa concentragao de
prépolis (0,4%) e que para E. coli (Gram-negativa ) foi necessaria uma maior
concentracgao (4,5 a 8,0%) para o mesmo nivel de inibigdo, mostrando ser esta
bactéria, menos susceptivel a agao da prépolis.

Kartal et al. (2003) avaliaram a atividade de diferentes extratos
etandlicos (30, 50, 70 e 96% etanol) provenientes de propolis de duas regides
da Turquia, Kazan e Marmaris, contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis, Corynebacterium
diphtheriae, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes (Gram-
positivas) e bactérias Gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Branhamella catarrhalis. Os extratos etandlicos
das duas regides apresentaram atividade contra S. aureus, S. epidermidis e B.
subtillis. O extrato etandlico proveniente da regido de Kazan foi efetivo sobre C.
diphtheriae, B. catarrhalis. A atividade antibacteriana dos extratos contra S.
pyogens, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae e E. faecalis n&do foi observado.
Zonas de inibicao dos extratos a 70% e 96% de etanol foram ligeiramente

maiores do que os extratos a 30 e 50%. As amostras Kazan tiveram maior
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poder antibacteriano do que a amostra Marmaris. Esta atividade foi relacionada
a presenca de acido caféico e ésteres.

Prépolis coletada por trés diferentes espécies de abelhas meliferas (Apis
mellifera anatolica, Apis mellifera carnica e Apis mellifera caucasica) da mesma
regiao foram comparadas e diferenciadas quanto a sua atividade antibacteriana
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa). O
extrato etandlico mostrou alta atividade contra S. aureus, mas apresentou fraca
atividade sobre E. coli e P. aeruginosa. Amostras de prépolis coletadas pela
abelha Apis mellifera caucasica mostrou maior atividade comparada a Apis
mellifera anatolica e Apis mellifera carnica (SILICI e KUTLUCA, 2005).

Diversas pesquisas tém demonstrado a atividade antibacteriana da
propolis € na maioria delas os resultados encontrados afirmam que ela € mais
eficiente contra bactérias Gram-positivas e com baixa atuacdo contra Gram-
negativas, mas o mecanismo ainda ndo foi totalmente elucidado (SILICI e
KUTLUCA, 2005; VARGAS et al., 2004; FERNANDES JR et al., 2006). Uma
das hipoteses € que os flavonodides, acidos e ésteres aromaticos atuariam
sobre a estrutura da parede celular. Apesar das bactérias Gram-negativas
possuirem uma estrutura de parede celular menos rigida que as Gram-
positivas, sua parede celular € quimicamente mais complexa. Um de seus
constituintes, o lipopolissacarideo, é que determina a antigenicidade, toxicidade
e patogenicidade desses microrganismos. Além disso, possuem um maior teor
lipidico. Desta forma, tais caracteristicas podem estar envolvidas na maior

resisténcia ao extrato de propolis (VARGAS et al., 2004).

8.3) Atividade Antifungica

Os problemas ocasionados por fungos crescem exponencialmente ao
longo dos anos e o tratamento com produtos quimicos vem aumentando esta
dificuldade. Assim como tem acontecido com os antibiéticos, os fungos estéao
adaptando-se aos produtos antifungicos (FEARNLEY, 2001).

Existem varios estudos envolvendo o uso da prépolis no controle de
fungos e leveduras patogénicos ao homem (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI,
1995; SAWAYA, et al., 2002; SILICI e KOC, 2006). Na maioria destes estudos
ficou comprovada a eficacia da propolis no controle de doencas incitadas por

fungos filamentosos ou leveduras.
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Entretanto, poucos sédo os estudos, que relatam o potencial de uso da
prépolis no controle de fungos fitopatogénicos ou deterioradores de alimentos e
praticamente ndo existem relatos do uso da prépolis no controle de fungos
causadores de podriddes pos-colheita (TRIPHATI e DUBEY, 2004).

Metzner et al. (1977) citado por BURDOCK (1998) na avaliagdo da
propolis sobre Candida, Sacharomyces e Cryptococcus sugere que ha um
efeito fungicida relacionado a presencga do flavonoéide pinocembrina.

Milena et al. (1989) citado por FEARNLEY (2001) testaram extrato
etandlico de propolis a 10% contra 17 fungos patogénicos, sendo a propolis foi
efetiva contra todos eles. Nesse estudo dos sete componentes da propolis
testados separadamente, o acido benzdico, acido salicilico e vanilina foram
identificados como substancias fortemente fungistatica.

Silva et al., (2006) analisaram a prépolis produzida por abelhas Apis
mellifera L. no Estado da Paraiba, colhida pelo método de tela plastica,
determinando-se a atividade antimicrobiana em funcao do periodo de colheita
das amostras. O estudo da atividade antimicrobiana foi realizado contra
Candida albicans. Nesse estudo nao foi verificada a atividade antimicrobiana
da prépolis sobre C. albicans.

Koc et al. (2007) pesquisaram a atividade antifungica de extratos
etandlicos de prépolis turca contra seis leveduras (Candida famata, C. glabrata,
C. kefyr, C. pelliculosa, C. parapsilosis e Pichia ohmeri) isoladas de quatro
sucos de frutas n&o pasteurizados (maga, laranja, uva branca e mandarin).
Como resultado, houve uma significativa atividade antimicrobiana da propolis
sobre as leveduras estudadas.

Ozcan (1999) determinou o efeito inibitério de extratos de propolis
aquosos nas concentragdes de 0.5, 1, 2, 3 and 4%, sobre os fungos: Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Botrytis cinerea, Fusarium
oxysporum f.sp. melonis e Penicillium digitatum . A concentracédo de 4% foi a
que apresentou maior efeito e os fungos mais afetados por todas as
concentragbes foram Alternaria alternata e Penicillum digitatum. A
concentracdo de 4% do extrato de prépolis mostrou uma inibicdo do
crescimento micelial maior do que 50% em todos os fungos testados.

Ozcan (2004) avaliou o efeito de extratos de pdlen e propolis de
diferentes regides da Turquia, em duas concentragbes (2 e 5%) sobre o

crescimento micelial de Aspergillus parasiticus. O extrato de propolis
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apresentou um maior efeito sobre o fungo comparado ao extrato de pdlen. A
maior concentragdo do extrato (5%) foi a que teve maior efetividade sobre A.
parasiticus.

Silici et al. (2005) avaliaram o efeito do extrato etandlico de propolis
adicionados em quatro sucos de frutas ndo pasteurizados, sobre trés isolados
de Penicillium e um Zygomycota.

Além de potencialmente inibir o crescimento micelial e germinagao de
esporos de fungos (DA SILVA et al., 2007), a propolis pode atuar na inibigao da
producao de toxinas por esses organismos (PEPELJNJAK et al., 1982; KHERZI
et al., 2006; ALY e ELEWA, 2007).

Em um estudo sobre a atividade dos extratos de préopolis nas
concentragdes de 0,25; 0,50; 1,0 e 2,0 mg/mL sobre Aspergillus sulphureus e a
producao de ocratoxina A, Pepeljnjak et al. (1982) evidenciaram que todos os
extratos inibiram o crescimento deste fungo até o décimo dia de incubagao e
somente a concentragdo de 2,0 mg/mL teve um efeito fungistatico. Ainda de
acordo com estes autores, a quantidade de ocratoxina A produzida foi
proporcional ao crescimento do A. sulphureus (PEPELJNJAK et al., 1982).

Kherzi et al. (2006) determinaram o efeito da prépolis obtida a partir de
quatro solventes (hexano, diclorometano, metanol e agua quente) no
crescimento de Aspergillus flavus e A. parasiticus, e na produgao de aflatoxina
em pistache. Os extratos com diclorometano e hexano foram os que tiveram
maior atividade antifungica. O efeito do extrato de diclorometano foi testado na
producdo de aflatoxina e houve uma baixa concentragdo dessa toxina (1,28
ppb no tratamento e 7,3 ppb no controle).

Aly e Elewa (2007) utilizaram extrato aquoso de prépolis (concentracoes
de 250, 500 e 1000 ppm) na superficie de queijo egipcio tipo Ras para inibicdo
de Aspergillus versicolor, produtor de esterigmatocistina, durante a maturacao
do queijo. O crescimento fungico e a produgao de toxina foram completamente
inibidos pelo extrato de propolis na concentragédo de 1000 ppm, enquanto as
menores concentragdes exibiram um efeito fungistatico durante os 90 dias de
maturagdo do queijo.

De acordo com Burdock (1998) os flavondides, acidos fendlicos e

flavonas tais como a galangina e a quercetina sdo os responsaveis por esse

I ]
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de proteina, DNA e da fungdo da membrana citoplasmatica do fungo e
subsequentemente na produgao de toxina.

Os fungos apresentam diferentes comportamentos quanto a
sensibilidade e tolerancia frente a préopolis, podendo haver influéncia do grupo
ao qual eles pertencem (Ascomycota Zigomycota, Basidiomycota ou
Oomycota) ou até mesmo a fase do ciclo de vida (germinagao ou crescimento)
no qual encontram-se (DA SILVA et al., 2007, 2008).

9) Patologia pos-colheita e uso da propolis como método alternativo de

controle

A perda de alimentos € um problema antigo, em que foi preciso o
desenvolvimento de tecnologias de preservagao para tentar acabar com a fome
e a ma nutricdo, principalmente em areas com altos indices de crescimento
demografico. As perdas pods-colheita sdo geralmente maiores em paises em
desenvolvimento ou emergentes como o Brasil, onde os indices chegam a 30%
ou mais da producdo. As principais causas sao a deficiéncia de recursos
humanos qualificados, o uso de tecnologias inadequadas do plantio ao
armazenamento, o descuido no manuseio dos produtos, o ataque de pragas e
doencas e a deficiéncia da infra-estrutura para o atendimento das
necessidades do setor agricola (CHITARRA e CHITARRA, 2005; VENTURA et.
al., 2007). Essas perdas podem ser quantitativas e/ou qualitativas. A perda
quantitativa corresponde a redugdo no peso do produto por perda de agua ou
perda de matéria seca, também podendo ser incluido nessa categoria a perda
por manuseio e a perda acidental. As perdas qualitativas sdo expressas por
diversos aspectos, como por exemplo, pelo surgimento de manchas que
afetam o aspecto visual; e por sintomas como sarna e verrugose que tornam o
produto menos atrativo mesmo n&o ocorrendo grandes danos ao tecido do
hospedeiro. JA que o consumo in natura se da pelo aspecto visual tais
alteragcbes podem tornar o produto ndo-comercializavel. Podridées que alteram
a consisténcia e o sabor, e a presenca de micotoxinas tornam o produto
inviavel para o consumo humano sao classificadas dentro de perdas
qualitativas (OLIVEIRA, et al., 2006).

As infecgdes por microrganismos, como fungos, bactérias, e em menor

proporgao virus, favorecidos por danos fisicos e fisiolégicos que predispéem os
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produtos a invasao de fitopatdogenos, s&o as mais sérias causas de perdas pos-
colheita em produtos vegetais (OLIVEIRA et al., 2006). Das mais de 100.000
espécies de fungos conhecidas, menos de 10% sao fitopatogénicas e dentre
estas, apenas 100 espécies de fungos sao responsaveis pela maioria das
doengas pos-colheita (TRIPHATI e DUBEY, 2004). Uma lista de doengas pods-
colheita e seus organismos causais € descrita na Tabela 5.

Os patdégenos mais importantes nas doencgas pos-colheita em frutas séo
os fungos, principalmente atuando como agentes de podriddes. A maioria deles
requer injuria na superficie dos frutos para infecgdo. Determinados grupos de
fungos tem especificidade para certos grupos de fruteiras, por exemplo,
Colletotrichum gloeosporiodes e espécies de Lasiodiplodia para fruteiras
tropicais, Rhizopus stolonifer, fruteiras temperadas e tropicais, mas ha também
a especificidade com relagcdo a espécie hospedeira, como por exemplo,
Colletotrichum musae que s¢ infecta a banana, e o Fusarium subglutinans f. sp.
ananas que so infecta o abacaxi (VENTURA et. al., 2007).

Alguns autores afirmam que as perdas decorrentes do ataque de
microrganismos bem como deterioracao fisiolégica durante o periodo entre a
colheita e o armazenamento possam estar entre 5 e 50%, e em alguns casos
chegar a ser total (VENTURA et. al., 2007).

Diversas estratégias para controle de microrganismos sao pesquisadas
com intuito de reduzir o indculo inicial, prevenir e erradicar infeccbes em
campo, inativar infecgbes originadas de injurias e inibir o desenvolvimento e
disseminagao dos patégenos (VENTURA et al., 2007).

Para que essas estratégias sejam efetivas alguns métodos sao
aplicados: uso de métodos combinados, métodos fisicos (uso de frio, calor, e
irradiacdo, ultra-som, atmosfera modificada/controlada), controle bioldgico,
métodos quimicos e uso de produtos naturais (CHITARRA e CHITARRA, 2005;
VENTURA et al., 2007).
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Tabela 5: Listagem de doencgas poés-colheita de frutas e respectivos agentes causais

Cultura Agente causal

Maca Colletotrichum gloeosporiodes; Monilinia fructigena;
Pezicula alba; Penicillium expansum

Abacate Colletotrichum gloeosporioides; Rhizopus stolonifer;
Botryodiplodia theobromae

Banana Colletotrichum musae; Botryodiplodia theobromae;
Magnaporthe grisea

Citrus Alternaria citri; Pseudomonas syringiae pv. syringiae;

Penicillium italicum; Penicillium digitatum; Phythophtora
citropthora; Diaporthe citri; Elsinoe fawcetti; Septoria
depressa; Diaporthe citri; Botryodiplodia theobromae

Uva Alternaria  spp.; Elsinoe ampelina; Melanconium
fuligineum; Guinardia bidwelli; Plasmopora viticola
Botryotinia fuckeliana; Rhizopus stolonifer

Manga Colletotrichum  gloeosporioides;  Aspergillus  niger;
Botryodiplodia theobromae

Mamao Colletotrichum gloeosporiodes; Phoma caricae-papayae;
Botryodiplodia theobromae

Péra Colletotrichum gloeosporiodes; Penicillium spp.; Nectaria
galligena

Abacaxi Ceratocystis paradoxa; Gibberella fujikoroi; Penicillium
funiculosum

Morango Botryotinia fuckeliana; Rhizopus spp.

Fonte: Ventura et al., 2007.

Uma das alternativas pesquisadas envolve o uso de propolis devido a
sua atividade antibacteriana e antifungica (TOSI et al., 1996). A maioria dos
estudos envolve o uso de propolis para o controle de fungos patogénicos em
humanos e leveduras em geral (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995;
SAWAYA et al.,, 2002; SILICI e KOC, 2006). Poucos sao os estudos
envolvendo prépolis no controle de fungos fitopatogénicos e praticamente néo
existem relatos para controle de fungos causadores de podridées pds-colheita
(TRIPHATI e DUBEY, 2004).

Da Silva et al., (2008) investigaram o efeito inibitério de extratos de
prépolis aquoso e etandlico (50, 93 e 99 %) nas concentracbes de 2 e 3%
sobre o crescimento micelial de Phythophthora capsici, Colletotrichum
gloeosporioides, Botrytis cinerea, Rhizopus stolonifer e Lasiodiplodia
theobromae. O extrato aquoso n&o apresentou efeito sobre os fungos
estudados. P. capsici apresentou inibicao superior a 90 % para a concentragéo
de 2 % do extrato etandlico a 50 %. Nenhum dos extratos nas concentragdes
testadas tiveram efeito significativo na inibigdo do crescimento micelial de L.
theobromae. A inibicdo dos demais fungos variou em fungdo da concentragao,

entretanto, a concentragao de 3 % foi a mais efetiva.
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CAPITULOII

ATIVIDADE DE EXTRATOS DE PROPOLIS SOBRE FUNGOS
CAUSADORES DE DOENGAS POS-COLHEITA

RESUMO

O efeito inibitério de diferentes extratos de prépolis foi testado sobre a
germinagao de conidios e o crescimento micelial de nove fungos considerados
importantes fitopatégenos em pré e pds-colheita. Para avaliar o efeito inibitério
da propolis sobre a germinagdao dos conidios dos fungos Aspergillus flavus,
Alternaria brassicae, Bipolaris sorokiniana e Colletotrichum musae, foram
usados extratos comerciais de propolis (aquoso, alcodlico e propilenoglicol) nas
concentracdes 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5%. Para os testes de inibicdo do crescimento
micelial dos fungos Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides,
Lasiodiplodia theobromae, Phythophthora capsici e Rhizopus stolonifer,
utilizaram-se preparagdes de extratos de propolis (aquoso e alcodlico) obtidas
no laboratério, nas concentracbes de 2 e 3%. Os extratos aquosos néao
apresentaram efeito inibitério da germinacdo e do crescimento micelial, dos
fungos testados. Os extratos alcodlico e de propilenoglicol inibiram em mais de
80% a germinacgao de conidios de A. brassicae e C. musae nas concentragdes
de 0.5 e 1.0%, respectivamente. Embora a germinagao dos conidios de A.
flavus e B. sorokiniana nao tenha sido inibida, observou-se a redugao do tubo
germinativo em relagdo a testemunha. Maiores indices de inibigdo do
crescimento micelial foram alcangados nas preparagdes com alcool a 3% para
todos os fungos testados. Lasiodiplodia theobromae foi o fungo menos
suscetivel, enquanto P. capsici foi o mais suscetivel. Os demais fungos
apresentaram um comportamento variavel.

Palavras-chave: propolis, atividade antifungica, pos-colheita.
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ABSTRACT

PROPOLIS EXTRACTS ACTIVITY AGAINST POST-HARVEST FUNGI

Two assays were carried out determine propolis effects as alternative control in
two distinct stages in the development of different phytopathogenic fungi. Effect
of different propolis extracts was tested against germination and myecelial
growth of several fungi deemed as important pre and post-harvest pathogens.
To evaluate the inhibitory effect on conidia germination of Aspergillus flavus,
Alternaria brassicae, Bipolaris sorokiniana and Colletotrichum musae
commercial extracts of propolis (aqueous, ethanolic and propylene glycol) were
used in the concentrations of 0.1; 0.5; 1.0 and 1.5% added to water-agar media.
Laboratory propolis preparations (aqueous and ethanolic) in the concentrations
of 2 and 3% were used to test the inhibitory effect on mycelial growth of Botrytis
cinerea, Colletotrichum  gloeosporioides, Lasiodiplodia  theobromae,
Phythophthora capsici and Rhizopus stolonifer. Aqueous extracts had no
inhibitory effect on conidia germination and mycelial growth of tested fungi.
Commercial ethanolic and propylene glycol extracts showed inhibitory effect
over 80% of the conidia germination of Alternaria brassicae and Colletotrichum
musae, in the concentrations of 0.5 and 1.0%, respectively. Although conidia
germination of Aspergillus flavus and Bipolaris sorokiniana was not inhibited, its
germ tubes were clearly shorter than the controls. Regarding the mycelial
growth assay, the higher inhibitions were achieved with ethanol preparations
added to the medium at 3% to all test fungi. Lasiodiplodia theobromae was the
less susceptible fungus, while Phythophtora capsici was the most susceptible.
Botrytis cinerea, Colletotrichum gloeosporioides and Rhizopus stolonifer
showed a variable behavior.

Keys-word: propolis, antifungal activity, post-harvest diseases
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1- Introduction

Infections by fungi, bacteria and, in smaller proportion virus, are the most
serious causes of post-harvest losses in fruits and vegetable products. Such
losses can reach 100% (TRIPHATI e DUBEY, 2004; OLIVEIRA et al., 2006,
CHITARRA e CHITARRA, 2005). However, the most important pathogens
associated with post-harvest diseases in fruits are the fungi. Discoloration and
rots that affect the visual aspect, consistency, flavor and also micotoxins
presence are factors that turn product less attractive and unviable for
consumption (OLIVEIRA et al., 2006).

Chemicals are the main products used to minimize post-harvest losses
caused by fungi. For this reason they are the major contaminants of fruits and
vegetables. In the last years many compounds has been banished from the
official lists due to residues and/or developed toxicant metabolites (CHITARRA
e CHITARRA, 2005). As an alternative to chemical fungicides, several
strategies for microorganisms control have been studied focusing on reducing
the initial inoculum, to prevent and to eradicate infections from field, and to
reduce or to inhibit the development and dissemination of the pathogens in
post-harvest (VENTURA et al., 2007).

Among those, the use of safe alternative products, like essential oils or
other plant derivate extracts, which does not leave residues, are worth attention.
Propolis, due its antibacterial and antifungal activity, also has been investigated
(TOSI et al., 1996; COSTA, 2007).

There are several studies involving propolis in the control of pathogenic
fungi and yeasts in humans (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI, 1995;
SAWAYA et al., 2002; SILICI e KOC, 2006). However, few are the studies
involving propolis for controling of phytopathogenic fungi and there are almost
no reports for the control of post-harvest fungi (TRIPHATI e DUBEY, 2004).

Propolis is a complex substance, with varied coloration and consistency,
which derivate from resin collected by bees from several parts of plants such as
sprouts, floral buttons, stems exsudates or leaf buds, added of the enzyme -
glicosidase (bee salivary enzyme). Propolis color, flavor, odor, consistency,
chemical composition and biological activity depend on plant species and the
collection time period of the year (MARCUCCI, 1995; PARK et al.,, 1998,
PAULINO, 2004).
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Commercially, propolis occupies prominent place in apicultural products
national and international market due to its several biological activities (anti-
inflammatory, cicatrizant, anaesthetic and anti-carcinogenic, antioxidant)
attributed to its chemical components (GISALBERTHI, 1979; BURDOCK, 1998;
PARK et al., 1998; ASIS, 1989; TEIXEIRA, et al., 2003; PAREDES-GUZMAN et
al., 2003; LIMA, 2006).

Several types of solvents can be used for propolis extraction depending
on intended use (MALASPINA e PALMA, 2000). Most of the propolis
components are oil soluble substances, but extraction in ethanol, mainly
ethanol, is the most common (SUZUKI, 2000).

Propolis extraction in water is possible; however the extract type has low
stability and is easily contaminated (MALASPINA e PALMA, 2000). Studies with
aqueous extract are incipient, but some authors believe they are as effective as
the ethanolic extract, while others point that these extracts possess different
and lower effectiveness (ALY e ELEWA, 2007; PINTO, 2000; PARK et al.,
1998).

Propolis contains a variety of chemical compounds such as ethanols,
aldehydes, acids and aliphatic esters, fatty acids, amino acids, aromatic acids,
aromatic esters, steroids, ketones, charcones and D-hidrocharcones, flavonoids
(flavones, flavonols and flavonones), terpenoids, triterpenoids, vitamins A, Bs,
B2, Bs, C, E and minerals (Mn, Cu, Ca, Al, V, Ni, Zn and Cr). Some of these
chemicals are considered as antifungal (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI,
1995; BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 2000).

Once post-harvest diseases caused by fungi represents considerable
economical losses and due to the great potential of propolis as an antimicrobial
agent, the present work had as aimed at evaluating the effect of different
propolis extracts in different concentration on mycelial growth and conidia

germination against some post-harvest fungi.
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2) Material and methods

2.1- Assay on inhibition of conidia germination

Aqueous, ethanolic and propylene glycol commercials propolis extracts
were acquired in Vigosa market, Minas Gerais State. In all the packagings the
manufacturers labeled that the extracts are of green propolis.

Pure cultures of Aspergillus flavus, Alternaria brassicae, Colletotrichum
musae and Bipolaris sorokiniana were obtained from the mycological collection
of Plant Diseases Clinic from Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais
State, Brazil.

To evaluate the germination, water-agar medium 15 % w/v was used.
After autoclaving the medium, the extracts were incorporated at 0.1 , 0.5, 1.0
and 1.5 % concentrations.

Medium (15 mL/plate) containing extracts in different concentrations as
well as the controls were dispensed into Petri plates. A 20 uL aliquot of the
conidia suspension containing 10° or 10" spores/mL (calibrate using a
haemacitometer) was homogeneously distributed on medium using a Drigalski
spatula. Petri plates were maintained at 25 + 2 °C for 24 hours. The first 100
conidia were randomly counted under light microscope. Conidia were
considered germinated when the germinative tube was twice larger than their
major size. Percentage of conidia germination inhibition was determined using

the control plate as the relative 100 % of conidia germination.

2.2- Assay on Inhibition of mycelial growth

Crude propolis sample classified as “ultra-green exportation type” was
obtained from an emporium in Nova Lima, Minas Gerais State, Brazil. Its
physical-chemical characterization as provided by the emporium which total
phenolic substances was 10.41 %, and flavonoid (quercetin g/100g) was 4.06
%.

Four types of extracts were prepared, one aqueous extract and three
extracts with different concentrations of ethanol (50, 93.8 and 99). Three control
treatments were added to the study (without extract, only cereal ethanol (ALC)
and a commercial ethanolic extract). The commercial ethanolic extract (COM) of

green propolis was acquired in a local store in Vigosa, Minas Gerais State.
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Propolis samples were grinded and homogenized in a mill (model
SIEMENS) for subsequent extract production.

Aqueous propolis extract (AE) was prepared as described by Matsushige
et al. (1996), in which 2 g of grinded and homogenized crude propolis were
added to 25 mL of deionized water. The mixture was maintained for 2 hours at
95 °C in a thermostatized water bath (model MARCONI MA 470152). After
extraction, the suspension was separated by centrifugation (model BECKMAN
J2-MC rotor JA 20) at 8800 g for 10 minutes and the supernatant stored in
amber flasks, in refrigerator at 10 °C (PARK et al., 1998).

Ethanolic extracts were prepared as described by Park et al. (1998),
where 2 g of crude propolis, grinded and homogenized, were added to 25 mL of
ethanol 99.3 % (ET99), cereal ethanol at 50 % (EC50) and 93.8 % (EC93) and
the extraction was carried out at 70 °C in a thermostatized water bath for 30
minutes, under constant stirring. Extracts were then centrifuged and stored as
previously described.

Phythophthora capsici, Colletotrichum gloeosporioides, Botrytis cinerea,
Rhizopus stolonifer and Lasiodiplodia theobromae pure cultures were obtained
from mycological collection of Plant Diseases Clinic from Universidade Federal
de Vicosa, Minas Gerais State, Brazil.

To evaluate mycelial growth inhibition, PCA (potato carrot agar) medium
was used (DHINGRA e SINCLAIR, 1996). After autoclaving the medium, the
extracts and controls were incorporated at concentrations of 2 % and 3 %. The
medium containing the treatments was dispensed (15 mL/plate) into Petri plate.
A 5 mm disc, obtained from the periphery of 7 days-old cultures grown in PCA
at 25 + 2 °C, of each tested fungi was transferred to the center of each plate.

Plates were kept at 25 + 2 °C with 12 hours photoperiod. The inhibitory
effect on mycelial growth by the different extracts was evaluated when the test
plates reached the border of the Petri plate, i.e. diameter growth was calculated
from four measurements along perpendicular axes after the control plate
reached the plate edge. Percent of mycelial inhibition was calculated as
following:

| = ((C-T)IC)x 100, where:

| = inhibition (%)

C = colony diameter of mycelium from the control plate (mm)

T = colony diameter of mycelium from each treatment plate (mm)
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2.3- Experimental design and statistical analysis

The experimental design for the germination assay was completely
randomized with three repetitions. The results were evaluated descriptively.

In the mycelial inhibition assay, the experiment was led considering a 3 x
6 factorial (concentration x type of the extract) in a completely randomized
design with four repetitions. SAS program (Statistical Analysis System - SAS
Institute Inc. North Carolina, USA), version 9.1, licensed to Universidade
Federal de Vigosa was used for statistical analysis. Duncan’s multiple range
test was applied for mean comparison. Significance level for all statistical tests

was p < 0.05.

3) Results
3.1- Inhibition of conidia germination by propolis extract

Results of the inhibition conidia germination by propolis extracts are
summarized in Table 1.

To all tested fungi and concentrations the aqueous extract had low/no
effect on inhibition of conidia germination. C. musae in relation to others fungi
studied presented a higher inhibition, reaching 20.0, 19.0 and 18% inhibition at
1.5, 1.0 and 0.5% concentration, respectively. This is a fungus more susceptiple
to propolis extracts. Propylene glycol and ethanolic extracts inhibited 91.4-
100%, respectively, of conidia germination of Colletotrichum musae at 0.5 %
concentration.

A. brassicae presented a expressive inhibition (100.0 and 94.0%) in the
ethanolic and propylene glycol extracts at 1.5% concentration. In concentrations
lower 0.5% (ethanolic extract) and 1,0% (propylene glycol extract), the inhibition
was high (80.0-81.0%)

Although conidia germination of A. flavus and B. sorokiniana was not
inhibited, its germ tubes were clearly shorter than the controls at 1.0% and

1.5%, both in ethanolic and propylene glycol extract.
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Table 1: Percent (%) of inhibition of conidia germination by propolis extract in different

concentrations.

Fungi Aspergillus | Colletotrichum Bipolaris Alternaria
Extracts flavus musae sorokiniana | brassicae
Aqueous 1.5% 2.0 20.0 1.0 6.4
Aqueous 1.0% 2.0 19.0 0.7 6.0
Aqueous 0.5% 2.0 18.0 6.0
Aqueous 0.1% 0 - 0
Ethanolic 1.5% 9.0 100.0 3.4 100.0
Ethanolic 1.0% 2.0 100.0 -
Ethanolic 0.5% 2.0 100.0 80.0
Ethanolic 0.1% 1.4 24.4 1.7
Propyleneglycol 1.5% 2.7 100.0 2.7 94.0
Propyleneglycol 1.0% 2.0 100.0 1.0 81.0
Propyleneglycol 0.5% 2.0 91.4 0 10.7
Propyleneglycol 0.1% 14 20.0 7.7

Microscopic examination of conidia of the Alternaria brassicae,

Aspergillus flavus, Bipolaris sorokiniana and Colletotrichum musae, after 24 h of

treatment with different propolis extracts are presented in the Figure 1.
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Fig. 1: Microscopic examination of conidia. 1. Alternaria brassicae
(control); 2. Alternaria brassicae (ethanol extract 0.5%); 3. Aspergillus flavus
(control); 4. Aspergillus flavus (ethanol extract 1.5%); 5. Bipolaris sorokiniana

(control); 6. Bipolaris sorokiniana (ethanol extract 1.5%); 7. Colletotrichum

musae (control); 8. Colletotrichum musae (ethanol extract 1.0%).

51



3.2- Inhibition of mycelial growth

Analysis of Variance (ANOVA) has shown that the interaction between
type of extract and concentration for all tested fungi was statistically significant
(p < 0.05). Thus effects on mycelial growth inhibition depended on the
concentration and type of extract. Therefore, the new ANOVA was considered
studying the effect of each extract into each concentration.

Higher mycelial growth inhibitions were achieved with ethanol
preparations added to the medium at 3 % to all test fungi. The aqueous extract
showed no inhibitory effect for the fungi tested, except for P. capsici and B.
cinerea at 3 %. Although Botrytis cinerea have been satisfactorily inhibited by
the different extracts at 2 and 3 %, it was also inhibited in the ethanol control
treatment. Lasiodiplodia theobromae was little sensible to propolis at the tested
concentrations and little mycelial inhibition was achieved; by the other hand P.
capsici was highly sensible. C. gloeosporioides had an abnormal behavior once
its mycelial growth on aqueous extract at 2 and 3 % and ethanol extract at 2 %
was higher than on the control plates. Similar to the other fungi R. stolonifer
was better inhibited at 3 %, but also was significantly inhibited by the ethanol
control (Tables 2 and 3).
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Table 2: Diameter growth of five distinct fungi during incubation in PCA amended with

different propolis extracts at different concentrations.

Conc. Means (diameter growth in mm)
Fungi
0,
(% viv) AE’ ALC EC50 EC93  ET99  COM
0 40.00 a?
B. cinerea 2 31.82aA 8.30bB 12.87 bB 7.45bB 9.90 bB 9.82 bB
3 2590aA 4.70bC 10.25 cB 4.40 cB 2.85cB 5.02cB
0 24.45 a
C. 25.77 20.52 14.60
2 30.70 aA 14.45bC 16.85bC
gloesporoides aAB bBC bC
14. 52
3 26.82aA 2290aA 13.90cB bB 11.10cB 9.35cB
0 40.00 a
L. theobromae 2 40.00aA 40.00aA 37.7aA 40.00aA 40.00aA 34,7 aA
36,00 25.10
3 40.00 aA 40.00aA 33.82aB 34.7 bAB
aAB bC
0 40.00 a
P. capsici 2 37.45aA 27.02bB 3.00 bC 1.50 bC 2.5bC 0.67 bC
3 32,177 bA 14.87 cB 1.00 cC 1.00 bC 1.0cC 0.00 cC
0 40.00 a
R. stolonifer 2 40.00 aA 40.00aA 33.57aB 22.07bC 25.65bC 6.02bD
3 40.00aA 27.90bB 18.15bC 6.85cD 8.72cD 4.27bD
. -

AE: aqueous propolis extract; ALC: cereal ethanol; EC50: ethanolic propolis extract at 50 %
(cereal ethanol); EC93: ethanolic propolis extract at 93.8 % (cereal ethanol); ET99: ethanolic
propolis extract at 99 % (ethanol); COM: commercial ethanolic propolis extract; ? Different
letters (lowercase within column; uppercase within rows) indicate statistically significant
differences (Duncan’s test, a = 0.05) for each fungus.
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Table 3: Percent (%) of mycelial growth inhibition in relationship to control® for the tested fungi.

) B. cinerea L. theobromae P'_ _ C. gloeosporioides® R. stolonifer
Treatment capsici
(Ascomycetes) (Ascomycetes) (Ascomycetes) (Zygomycetes)
(Oomycetes)
COM. 2%° 75.43" 13.13 98.33 40.29 84.94
COM. 3% 87.44 37.25 100 61.76 89.31
ALC. 2% 79.25 0 32.44 -5.42 0
ALC 3% 88.25 0 62.81 6.34 30.25
AE 2% 20.44 0 6.38 - 25.56
AE 3% 35.25 0 19.56 -7.51
EC50(2%) 67.81 5.75 92.5 16.05 16.06
EC50(3%) 74.38 15.44 97.5 43.15 54.63
EC93(2%) 81.38 0 85.00 36.81 44.81
EC93(3%) 89.00 10.0 97.5 40.59 82.88
ET99(2%) 75.25 0 93.75 31.08 35.88
ET99(3%) 92.88 13.25 97.5 54.60 78.19

Plates with PCA without any amendment. © COM: commercial ethanolic propolis extract; AE: aqueous propolis extract; ALC: cereal ethanol; EC50: ethanolic
propolis extract at 50 % (cereal ethanol); EC93: ethanolic propolis extract at 93.8 % (cereal ethanol); ET99: ethanolic propolis extract at 99 % (ethanol); 3
Percentage of each treatment in v/v. 4 Means of four replicates after applying the formula | = ((C-T)/C)x100. ° Negative values in C. gloeosporioides mean growth
higher than control.
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4) Discussion

The present study clearly show that propolis has an antifungal effect, and
that it is variable depending on the solvent, similar as reported by previous
works (TOSI et al., 1996; SILICI et al., 2005; KHERZI et al., 2006, LONGHINI et
al., 2007). Water was considered ineffective to extract the antifungal propolis
principles, since no inhibitory effect was obtained with its extract. These results
apparently are in disagreement with other that showed aqueous extracts having
antifungal activity (OZCAN, 1999; ALY e ELEWA, 2007). However, in the later
work (ALY e ELEWA, 2007) water was not used as an extractor (solvent), but
as a vehicle. Results of studies using water as solvent corroborate with this
(KHERZI et al., 2006; PINTO et al., 2000; PARK et al., 1998), but some studies
claimed that water extracts have an antibacterial activity (BIANCHINI e
BEDENDO, 1998). Despite this contradictory results, aqueous propolis
extracts (using water as solvent) clearly had a much lower antifungal effect, as
showed here.

Several methods and solvents are reported to be effective in extracting
propolis antimicrobial constituents; however ethanol is the most widely used
(QUIROGA et al., 2006; KARTAL et al., 2003; KUJUMGIEV et al., 1998;
MENDONCA et al, 2002; PINTO, 2000). However, the methodologies
employed are quite distinct. This can explain why studies showing propolis
effects vary so greatly. Based on the results of the present work, a method
using warmed ethanol (at 70 °C) for approximately a half hour can be
satisfactorily applied to extract propolis antifungal properties in a way to permit
laboratory studies, when compared with commercial extracts, which usually
take 15 to 60 days to obtain the extract (COSTA e OLIVEIRA, 2005).

Among ethanol extracts, the 99 % ethanol extract was the more efficient
against the tested fungi, probably due to extraction of more antifungal
compounds.

Besides the different methods and solvents used to extract propolis
constituents, there is the effect of propolis origin that can result in completely
distinct pharmacological and antimicrobial properties, since the plant source
and collection time already were reported as an important factor (BANKOVA et
al., 2000; BANSKOTA et al., 2000; GHISALBERTI, 1979; BANKOVA et al.,

1983; MARCUCCI, 1995; SILVA et al., 2005; LIMA, 2006).
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Similar to the works of propolis antifungal properties, several works with
plants and plant extracts were developed against fungi and had proven their
effects (CHALFOUN e CARVALHO, 1987; BAUTISTA-BANOS, et al. 2003;
SOUZA et al., 2007; AMARAL e BARA, 2005). Several substances of propolis
have antifungal activity, such as flavonoids, flavones, flavonones, aromatic
acids and their esters, cinnamic acid derivaties, heteroaromatic compounds,
volatile compounds (etheric oils), kaempferol-7,4’-dimethyl ether, ermanin,
pinocembrim, pinobanksin, pinobankin-3-acetate (STANGACIU, 1998) and
some of them clearly are originated from the plant source.

Conidia germination of Aspergillus flavus and Bipolaris sorokiniana were
not affected by propolis extracts at the concentrations tested; on the other hand,
Colletotrichum gloeosporioides and Alternaria brassicae were completely
inhibited. Among the fungi tested for mycelial growth similar results were
obtained. While L. theobromae was highly tolerant, P. capsici was highly
susceptible. This behavior is quite expected since the great majority of
antifungal compounds have a distinct effectiveness against different fungal
groups and only a few ones have a broad spectrum of action (SIEGEL e
SISLER, 1977a; 1977b).

Apparently among the Ascomycetes the response to propolis is highly
variable but without any apparent connection to a specific group. Few are the
Basidiomycetes that cause post-harvest diseases and although none was
included in the present work, propolis extracts were already reported to be
effective against this group of fungi (PEREIRA et al., 2001).

Researches using propolis as an alternative preservative agent are very
important, because it can clearly reduce fungal development and perhaps
increase the shelf-life, even a few days, of the products (i.e. fruits); this is also
useful to transport logistic and to consumers that will have a longer time to
consume the fruits. In this way, Ozcan (1999) cited that the consumers
considered propolis a safe and nontoxic alternative preservative agent.

The research and development costs of botanical fungicides, from
discovery to marketing, are much lower compared to those of chemical
preservatives. Also, consumers demand for natural compounds leads the
scientific community into a constant search for alternative products. So, the
encouraging results of using natural products to control fungal growth and

contamination in foods and food products indicate that we should be able to
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develop natural fungicides that would be as effective as chemicals, and

presumably safer for man and the environment (KOC et al., 2007).

5) Concluding remarks

This work indicates the potential use of propolis as an alternative food
preservative agent. However, factors such as extract concentrations, extraction
solvent, target microorganism, propolis type and origin should be in constant
concern. Also resin strong flavor and aroma must be considered, once it affects
the food sensory qualities.

Ethanol (ethanol) was the best extractor, followed by propylene glycol
extracts, while the aqueous extracts apparently had no antifungal potential.

Due to variations in tolerance of different microorganisms against the
propolis extracts, further studies should be carried out, to determine if there is a
fungal group that is more susceptible (e.g. Oomycetes) while others are more
tolerant and also verify the possibility to use propolis as an antifungal agent to
be applied in crop fields to control specific plant diseases or prevent the

infection of post-harvest fungi.
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CAPITULO 1l

ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE EXTRATOS AQUOSOS E ETANOLICOS DE
PROPOLIS OBTIDOS EM DIFERENTES TEMPERATURAS DE EXTRAGAO

Resumo

As abelhas coletam a resina de brotos, folhas e exsudatos de plantas e é
modificado pela mistura de secrecdes salivares, pélen e cera. InUumeros fatores
contribuem para a diversidade de caracteristicas e qualidade da prépolis,
tornando-a um material de composicdo complexa. Dentre as inumeras
propriedades da propolis, a agdo contra microorganismos é uma das mais
fortes e essenciais. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade
antifingica de extratos aquosos e etandlicos obtidos a partir de trés
temperaturas (50, 70 e 95°C) de extracédo e de duas origens (prépolis C e V).
Além destes fatores testou-se também duas concentracdes finais (2 e 4%) dos
extratos. Os extratos etandlicos apresentaram maior capacidade de inibicdo
fungica, enquanto os extratos aquosos foram pouco eficazes. Dentre os efeitos
principais testados (origem, temperatura, solvente e concentragdo), o solvente
mostrou grande importancia na extragdo dos compostos antifungicos,
mostrando que os extratos etandlicos de propolis foram os mais efetivos. A
concentragcéo de 4% foi a que apresentou melhor desempenho no controle do
crescimento micelial. De modo geral, o comportamento foi variavel entre as
diferentes espécies de fungos. Nao foi constatada associagdo ao grupo
filogenético dos fungos a sua sensibilidade a prépolis. O fungo mais sensivel foi
Mucor sp., com 100% de inibicdo do crescimento micelial pelos extratos
etandlicos. Lasiodiplodia theobromae foi o fungo mais tolerante aos extratos de
propolis. Apesar da grande variabilidade dos resultados obtidos pode-se
concluir que os extratos etandlicos de prépolis possuem grande potencial para
o controle alternativo de fungos causadores de doencgas pds-colheita, enquanto

os extratos aquosos precisam de mais avaliagcdes.
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Abstract- ANTIFUNGAL ACTIVITY OF AQUEOUS AND ETHANOLIC
PROPOLIS EXTRACT FROM DIFFERENT TEMPERATURE OF
EXTRACTION

Propolis is collected by honeybees from buds, leaves and plant exudates and is
modified mixing salivary secretions, pollen and waxes. Several factors
contribute to the diversity of characteristics and quality of the propolis, turning it
a material of complex composition. Among the several properties of propolis,
the action against microorganisms is one of the more strong and essential. The
present study had as objective evaluates the antifungal activity of aqueous
extracts and ethanolic obtained from three extraction temperatures (50, 70 and
95°C) and two origins (propolis C and V). Besides these, two final
concentrations (2 and 4%) of the extracts were also tested. Ethanolic extracts
presented higher capacity of fungal inhibition, while aqueous extracts were less
effective. Among the main effects tested testados (origin, temperature, solvent
and concentration), the solvent showed great importance in the extraction of the
antifungal compounds, showing that propolis ethanolic extracts were more
effective. The 4% concentration presented better performance in the control of
mycelial growth. In general, the behavior was variable among the different fungi
species. There was no association between the phylogenetic fungi group and its
sensibility to propolis. The most susceptible fungus was Mucor sp., with 100%
of inhibition of the growth mycelial for the ethanolic extracts. Lasiodiplodia
theobromae was the most tolerant fungi to the propolis extracts. In spite of the
great variability of results obtained, it can be concluded that ethanolic extract of
propolis possess a great potential as alternative control to fungi that causes of

post-harvest disease, while aqueous extracts need more evaluations.
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1-INTRODUGAO

A demanda mundial por frutas e hortalicas vem crescendo
expressivamente nos ultimos anos, em Vvirtude, principalmente, da
conscientizagdo da populagdo acerca da importédncia de uma alimentagcao
saudavel e do reconhecimento destas na prevencdo de varias enfermidades
(OLIVEIRA, 2006). Apesar do aumento do consumo de frutas, as perdas pos-
colheita ainda sd&o um problema grave principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil, aonde os indices chegam a 30% ou mais da
producdo, ocasionando consideraveis perdas econémicas (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

Inumeros fatores estdo associados a essas perdas, tais como:
deficiéncia de recursos humanos qualificados, o uso de tecnologias
inadequadas do plantio ao armazenamento, o descuido no manuseio dos
produtos, o ataque de pragas e doencgas e a deficiéncia da infra-estrutura para
o atendimento das necessidades do setor agricola (CHITARRA e CHITARRA,
2005; VENTURA et. al., 2007).

As infecgdes por microrganismos, como fungos, bactérias, e em menor
proporgao virus, favorecidos por danos fisicos e fisioldégicos que predispde o
produto a invasdo de patégenos sdo as mais seérias causas de perdas pos-
colheita em produtos vegetais (OLIVEIRA et al.,, 2006). Os fungos sdo os
principais causadores de doengas pos-colheita em frutas, como consequéncia
do amplo numero de espécies envolvidas e da diversidade e eficiéncia dos
mecanismos de penetracdo dos mesmos (SILVEIRA et al., 2005). A maioria
deles requer injuria na superficie dos frutos para infecgdo. Determinados
grupos de fungos tem especificidade para certos grupos de fruteiras, por
exemplo, Colletotrichum gloeosporiodes e espécies de Lasiodiplodia para
fruteiras tropicais, Rhizopus stolonifer, fruteiras temperadas e tropicais, mas ha
também a especificidade com relacdo a espécie do hospedeiro, como por
exemplo, Colletotrichum musae que sO infecta a banana e Fusarium
subglutinans f. sp. ananas que s6 infecta o abacaxi (VENTURA et. al., 2007).

Alguns autores afirmam que as perdas decorrentes do ataque de
microrganismos bem como deterioragao fisiolégica durante o periodo entre a
colheita e 0 armazenamento possam estar entre 5 e 50% e em alguns casos
chegar a ser total (VENTURA et. al., 2007).
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Para o controle dessas doengas os meétodos fisico e bioldgico sao
alternativas viaveis e desejaveis em relagdo ao tratamento quimico
convencional, principalmente por ndo deixarem residuos toéxicos nos frutos
tratados. Ainda, o emprego dos chamados fungicidas naturais aparece como
mais uma opgao ao uso dos fungicidas sintéticos, em termos de eficiéncia de
controle (RIBEIRO e BEDENDO, 1999). Alguns frutos, como o morango e a
uva, por exemplo, sdo consumidos na sua integridade, portanto devem ser
utilizados na sua conservagao produtos totalmente naturais e biodegradaveis
(HENRIQUE e CEREDA, 1999).

Atualmente uma das alternativas pesquisadas envolve o uso de produtos
naturais, buscando explorar suas propriedades fungitoxicas, dentre eles esta o
uso de extrato de prépolis (TRIPATHI e DUBEY, 2004; SAHINLER e
KAFTANOGLU, 2005).

A propolis € um material resinoso coletado pelas abelhas de exsudados
e secrecdes de plantas, brotos, casca de arvores, misturada a cera e enzima
salivar. Varias propriedades sao atribuidas a propolis, por conta da sua vasta e
complexa composicdo quimica. Propriedades que vao desde a atividade
antimicrobiana até beneficios bioldgicos, como: hepatoprotetora, antitumoral e
anti-inflamatéria, entre outras (GHISALBERTI, 1979; MARCUCCI et al. 1995;
SAHINLER e KAFTANOGLU, 2005).

A fonte de coleta dessa resina, a época do ano e a regiao sao fatores
que contribuem para a diferenciagdo da sua composi¢do quimica. No caso de
produtos ja processados (extratos), o solvente, o tempo de extragcdo e a
temperatura de extracdo sao fatores que atuam na obtencdo dos compostos
ativos da prépolis e que geram sua atividade bioldgica e farmacolégica.

A maioria dos extratos comercializados é etandlico, mas alguns
pesquisadores sugerem que o extrato aquoso possui 0 mesmo efeito. Baseado
nessa discordancia o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica
de extratos aquoso e etandlico de propolis provenientes de duas amostras
distintas e obtidos a partir de trés temperaturas (50, 70 e 95° C (somente para
o extrato aquoso) de extragdo e com duas concentragdes finais (2 e 4% v/v)

sobre alguns fungos causadores de doengas pés-colheita.
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2-MATERIAL E METODOS

2.1- Amostras de propolis utilizadas

Amostras de propolis de 1 Kg foram adquiridas de um apicultor filiado a
Associacado Vigosa de Apicultores (APIVICOSA), localizada na cidade de
Vigosa (Zona da Mata) no Estado de Minas Gerais (amostra V) e de um
entreposto de Minas Gerais que recebe proépolis do sul do Estado, sendo esta
uma amostra tipo exportagdo denominada “ultra green” (amostra C). As duas
amostras de propolis sdo classificadas como verde e sdo da espécie Apis

mellifera L (Figura 1).

Figura 1: Aspecto visual das amostras de propolis moida.

(1-amostra de propolis C; 2-amostra de propolis V)

2.2- Preparo dos extratos aquoso e etandlico de propolis

As amostras foram trituradas e homogeneizadas em um moinho
(Marconi MA 090). Para produgao do extrato aquoso, seguiu-se a metodologia
proposta por Matsushige et al. (1996), sendo que 2 gramas da prépolis triturada
e homogeneizada foram adicionados 25 mL de agua deionizada e a mistura
incubada por 2 horas a 50, 70 ou 95°C em banho-maria (THERMOMIX BM).
Apds a extragdo, a mistura foi centrifugada (SIGMA 3K30) a 8800 g por 10
minutos a temperatura de 20°C e os sobrenadantes obtidos foram
armazenados em frasco ambar com tampa de rosca, em refrigerador a 10° C
(PARK et al., 1998).
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Os extratos etandlicos foram obtidos a partir de 2 gramas de prépolis

bruta triturada e homogeneizada, em que adicionou-se 25 mL de alcool de

cereais 70%, preparado em laboratério e depois submetido ao banho-maria

(THERMOMIX BM) com agitagdo periddica por um periodo de 30 minutos.

Foram utilizadas duas temperaturas de extragao (50 e 70°C). Os extratos foram

centrifugados (SIGMA 3K30) e armazenados sob as mesmas condi¢des

citadas acima (PARK et al., 1998).

Foram produzidos dez extratos (seis aquosos e quatro etandlicos) para

cada amostra de propolis e cada extrato produzido recebeu uma codificagéo

(Tabela 1). O aspecto visual das amostras dos extratos etandlico e aquosos da

amostras de propolis C e V estdo apresentadas nas Figuras 2 e 3.

Tabela 1: Listagem dos codigos de identificagao dos extratos produzidos.

Tipo de extrato

Codificacao

Prépolis C extraido em agua a 50°C na concentragéo de 2%
Prépolis C extraido em agua a 50°C na concentragéo de 4%
Prépolis C extraido em agua a 70°C na concentragéo de 2%
Prépolis C extraido em agua a 70°C na concentragéo de 4%
Prépolis C extraido em agua a 95°C na concentragéo de 2%
Prépolis C extraido em agua a 95°C na concentragéo de 4%
Prépolis C extraido em etanol a 50°C na concentragéo de 2%
Prépolis C extraido em etanol a 50°C na concentragéo de 4%
Prépolis C extraido em etanol a 70°C na concentragéo de 2%
Prépolis C extraido em etanol a 70°C na concentragéo de 4%
Prépolis V extraido em agua a 50°C na concentracao de 2%
Prépolis V extraido em agua a 50°C na concentracao de 4%
Prépolis V extraido em agua a 70°C na concentracao de 2%
Prépolis V extraido em agua a 70°C na concentracao de 4%
Prépolis V extraido em agua a 95°C na concentragéo de 2%
Prépolis V extraido em agua a 95°C na concentragéo de 4%
Prépolis V extraido em etanol a 50°C na concentragao de 2%
Prépolis V extraido em etanol a 50°C na concentracao de 4%
Prépolis V extraido em etanol a 70°C na concentracao de 2%

Prépolis V extraido em etanol a 70°C na concentragao de 2%

C5AG2
C5AG4
C7AG2
C7AG4
C9AG2
C9AG4
C5AL2
C5AL4
C7AL2
C7AL4
V5AG2
V5AG4
V7AG2
V7AG4
VOAG2
VOAG4
V5AL2
V5AL4
V7AL2
V7AL4
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Figura 2: Aspecto visual dos extratos etandlicos e aquosos provenientes da amostra de
prépolis bruta C.

Figura 3: Aspecto visual dos extratos etandlicos e aquosos provenientes da amostra de
prépolis bruta V.

2.3- Andlise da atividade antifungica dos extratos de prépolis

As culturas puras de fungos foram obtidas da colegdo micoldgica da
Clinica de Doencas de Plantas da Universidade Federal de Vigosa, Minas
Gerais (Tabela 1).

Foi utilizado o meio BDA (batata-dextrose-agar) (DHINGRA e SINCLAIR,
1996; OZCAN, 1999) para avaliagéo da inibicdo do crescimento micelial. Apds
autoclavagem, os meios foram incorporados com os extratos nas
concentracdes de 2 e 4% (v/v). O meio (15mL/placa) contendo os extratos em
diferentes concentracbes foi vertido em placas de Petri. Posteriormente foi
transferido um disco de cultura de 0,5 mm para o centro da placa. Os discos
foram obtidos das margens de culturas com 7 dias de idade, crescidos em

BDA, para cada um dos fungos testados.
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Tabela 1: Lista de fungos utilizados e sua origem.

Fungos Origem
Alternaria brassicae Couve
Botrytis cinerea Morango
Colletotrichum gloeosporioides Maméao
Colletotrichum musae Banana
Lasiodiplodia theobromae Manga
Mucor sp. Caju
Phythophtora capsici Pimentao
Rhizoctonia solani Batata
Rhizopus stolonifer Jaca
Sclerotium rolfsii Gengibre

As placas foram mantidas em incubadora a 25+ 2°C com regime de 12
horas de luz branca. O crescimento micelial foi avaliado diariamente até que
as testemunhas atingissem a borda da placa. Foram realizadas duas medidas
perpendiculares do didmetro de cada colénia com o auxilio de uma régua e o
percentual da inibigdo micelial foi calculado de acordo com a férmula abaixo.

| =((C-T)/IC)x 100, em que:

| = porcentagem de inibigdo

C = diametro da colbnia da testemunha (mm)

T = didmetro da coldénia em cada tratamento (mm)

2.4- Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 2 x 2 (origem:
prépolis C e propolis V) x solvente (alcool e agua) x temperatura (50°C e 70°C)
com quatro repeticdes e como controle foi utilizado: alcool 2% e meio de cultura
sem adigdo de extrato). O programa SAS (Statistical Analysis System - SAS
Institute Inc. North Carolina, USA), versao 9.1, licenciado para Universidade

Federal de Vigosa foi utilizado para a analise estatistica.
3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos constituidos por extrato aquoso a 95°C (V9AG2, VOAG4,

C9AG2 e C9AG4) foram descartados, pois em todos os ensaios (10 fungos)
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houve contaminagdo com uma bactéria (Figura 4) que interferiu no crescimento
micelial desses fungos e no andamento da avaliagao.

Com base nas caracteristicas das coldnias (coloragcéo bege a levemente
marrom, com margens irregulares e elevadas) (Figura 4) e na técnica de Ryce
(FERREIRA e SALGADO, 1995), determinou-se que a bactéria em questao era
Gram-positiva, pois ndo houve presenca de viscosidade na suspensao avaliada

e presumiu-se que a mesma pertenga ao género Bacillus.

Figura 4: Placa com ensaio (C9AG4) de P. capsici com crescimento de bactéria contaminante.

O género Bacillus tem como uma de suas caracteristicas fisiologicas a
formacdo de enddsporo, o que aumenta a resisténcia a fatores adversos
(CHUN e VIDAVER, 2001). Como propriedades o enddsporo apresenta,
resisténcia ao dessecamento, a radiacdo ultravioleta e, principalmente
resisténcia ao calor. Na maioria das espécies pode, em suspensdo aquosa,
resistir a temperaturas de 70° ou 80°C, durante dez minutos ou mais, mas
alguns sobrevivem mesmo apds duas horas em agua fervente (FERREIRA e
SALGADO, 1995).

Embora na literatura existam relatos de que a propolis tem agao
antibidtica contra bactérias do género Bacillus (GHISALBERTI, 1979;
BONVEHI et al., 1994; MENEZES et al., 1997; KOSALEC et al., 2003), aventa-
se a hipotese da presenca dessa bactéria nos ensaios ser em razdo da
temperatura de 95°C ter inativado os compostos que possuem atividade
antibacteriana. As células bacterianas ativas foram destruidas, porém a sua

estrutura de resisténcia (enddsporo), provavelmente permaneceu viavel e, ao
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extrato ser adicionado ao meio de cultura estes podem ter sido ativados,
promovendo assim o desenvolvimento das colénias bacterianas.

Os tratamentos contendo os extratos alcodlicos a 4% foram removidos
da analise estatistica, pois para quase todos os fungos avaliados nao houve
crescimento, ou seja, os fungos foram completamente inibidos por essa
concentragdo, exceto para os fungos A. brassicae e L. theobromae (Tabela 2).
Embora para A. brassicae e L. theobromae, os resultados dos tratamentos a
4% pudessem ter sido mantidos na analise estatistica, optou-se por excluir os
mesmos também para estes dois fungos, pois nenhuma conclusdo, além
daquela de que o extratos a 4% tem maior efeito inibitério poderia ser extraido
desta analise, ou seja, a concentragao final do extrato de propolis, no substrato
onde o fungo se desenvolve tem efeito sobre o seu desenvolvimento. Os
extratos etandlicos na concentragcao de 4% apresentaram a maior capacidade
de inibicdo para todos os fungos, com percentuais acima de 66,94% (Tabela
3).

Nos ensaios com os fungos C. musae, C. gloeosporioides, Mucor sp., B.
cinerea e S. rolfsii, alguns tratamentos com extrato etandlico a 4% inibiram

100% do crescimento micelial (Tabela 3).

Tabela 2: Dados de crescimento micelial (mm) para os tratamentos de extrato

etandlico a 4%, para todos os fungos analisados no presente estudo.

Extratos CM | SR | RS |RST|MUC | BC | PC | CG | AB LT
C5AL4 (r1) 0 0 0 0 0 0 0 - 42 | 2,0
C5AL4 (r2) 0 0 0 0 0 0 0 0 4 4,7
C5AL4 (r3) 0 0 0 0 0 0 0 0 5 3,7
C5AL4 (rd) 0 0 0 0 0 0 0 6 57 | 2,5
C7AL4(r1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 42
C7AL4(r2) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,7
C7ALA4(r3) 5 0 0 0 0 0 0 0 0 45
C7AL4(rd) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 47
V5AL4 (r1) 0 45 0 0 0 122 | 0 37 | 6,7 | 30
V5AL4 (r2) 0 0 0 0 0 6,2 0 0 6,7 | 2,7
V5AL4 (r3) 0 0 0 0 0 5 0 0 6,7 | 35
V5AL4 (rd) 0 0 0 0 0 - 0 0 0 4

V7AL4 (r1) 0 45 0 0 0 0 0 0 3 47
V7ALA4 (r2) 0 1 0 0 0 0 0 5 12 | 15
V7AL4 (r3) 0 2 0 0 0 0 0 0 25 | 47
V7AL4 (rd) 0 1 0 0 0 0 0 0 22 | 47

(Extratos: C5AL: propolis C extraido em alcool a 50°C; C7AL: propolis C extraido em alcool a 70°C;
V5AL: propolis V extraido em alcool a 50°C; V7AL: prépolis V extraido em alcool a 70°C. Obs:. A
numeracéo 4 representa a concentragdo 4% de cada extrato adicionado ao meio de cultura. Fungos:
CM: Colletotrichum musae; SR: Sclerotium rolfsii; RS: Rhizoctonia solani; RST: Rhizopus stolonifer; MUC:
Mucor sp.; BC: Botrytis cinerea; PC: Phythophtora capsici; CG: Colletotrichum gloeosporioides; AB:
Alternaria brassicae; LT: Lasiodiplodia theobromae )
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Tabela 3: Porcetagem de inibicdo do crescimento micelial de fungos submetidos a diferentes extratos de prépolis.

Extratos* CM** SR RS RST MUC BC PC CG AB LT
ALC2 11,31 28,81 7,44 10,44 40,81 23,35 23,63 15,34 50,19 0,00
ALC4 38,63 77,44 53,06 54,31 71,00 73,02 49,44 49,74 66,75 13,94
C5AG2 10,38 15,00 0,00 0,00 14,56 -5,54 -2,25 -3,09 15,63 0,00
C5AG4 33,25 30,92 29,44 4,25 14,56 5,94 10,81 62,63 30,38 3,44
C5AL2 77,38 86,44 81,69 69,44 100,00 56,20 81,88 55,61 48,00 58,50
C5AL4 100,00 100,00 98,75 91,00 100,00 91,16 97,75 94,24 84,38 72,88
C7AG2 14,44 18,00 3,63 0,00 20,88 -3,50 -1,44 0,13 15,75 0,00
C7AG4 23,50 29,25 37,69 0,00 34,25 4,75 11,25 -3,09 21,50 12,44
C7AL2 73,06 85,63 78,38 61,44 100,00 55,15 81,25 58,42 81,88 61,44
C7AL4 96,56 100,00 98,94 87,81 100,00 91,56 97,75 100,00 98,75 69,75
V5AG2 12,38 0,00 8,75 0,00 24,44 -5,54 -2,25 0,13 9,13 0,00
V5AG4 0,00 3,13 15,69 0,00 29,44 -1,58 -2,25 35,12 20,56 0,00
V5AL2 82,63 66,94 76,06 56,31 100,00 50,07 80,19 60,05 78,00 61,08
V5AL4 100,00 91,75 95,19 98,75 100,00 79,09 93,06 96,65 84,38 74,13
V7AG2 4,69 0,00 0,00 0,00 25,88 -5,54 -1,31 -3,09 5,42 14,88
V7AG4 85,94 24,25 9,56 0,94 41,81 66,56 -2,25 0,86 14,83 0,00
V7AL2 80,38 86,75 78,19 59,75 100,00 61,81 69,69 55,41 75,00 59,67
V7AL4 97,50 84,13 95,50 79,69 100,00 100,00 93,44 96,13 92,58 66,94

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
(*Extratos: ALC2, ALC4: controle alcool; C5AG: prépolis C extraido em agua a 50°C; C7AG: prépolis C extraido em agua a 70°C; C5AL: prépolis C extraido em alcool a 50°C; C7AL:
propolis C extraido em alcool a 70°C; V5AG: propolis V extraido em agua a 50°C; V7AG: propolis C extraido em agua a 70°C; V5AL: propolis V extraido em alcool a 50°C; V7AL:
propolis V extraido em alcool a 70°C. Obs:. As numeragdes 2 e 4 representam as concentragbes de 2 e 4% de cada extrato adicionado ao meio de cultura; **Fungos: CM:
Colletotrichum musae; SR: Sclerotium rolfsii; RS: Rhizoctonia solani; RST: Rhizopus stolonifer; MUC: Mucor sp.; BC: Botrytis cinerea; PC: Phythophtora capsici; CG: Colletotrichum
gloeosporioides; AB: Alternaria brassicae; LT: Lasiodiplodia theobromae ).
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Dentre os efeitos principais avaliados (origem, solvente e temperatura),
para os dez fungos testados, ficou claramente demonstrado que a maior parte
da variagao contida no modelo (> 90%) foi captada pela fonte de variagéo
solvente. Ou seja, o solvente foi dentre as fontes de variagdo analisadas, a que
mais interferiu sobre a variavel dependente, nesse caso o crescimento micelial.
Para todos os fungos testados no presente estudo, o solvente foi a unica
variavel independente que foi significativa (p < 0,05) em todos os casos. Os
demais efeitos principais (origem e temperatura) e as interagées entre estes
foram variaveis de um fungo para outro.

Todos os extratos etandlicos, quando comparados com os extratos
aquosos foram os mais efetivos na inibicdo do crescimento micelial dos dez
fungos estudados.

Os extratos aquosos tiveram baixa atuagao contra os fungos estudados,
de modo geral inibindo menos de 35% do crescimento micelial para todos os
fungos testados, exceto para C. gloeosporioides em que o tratamento de
extrato aquoso (C5AG4) apresentou 62,63% de inibicdo e para os fungos B.
cinerea e C. musae o tratamento de extrato aquoso (V7AG4) apresentou
66,56% e 85,94% de inibicao, respectivamente (Tabela 3).

Lasiodiplodia theobromae, C. gloesporioides, R. solani e Mucor sp.
apresentaram comportamento semelhante, e na analise de variancia apenas o
fator solvente foi significativo. Os demais efeitos principais e as interagdes
entre as trés variaveis independentes nao foram significativas (p = 0,05), ou
seja, o solvente foi a unica variavel dos extratos testados que interferiu
diretamente no crescimento micelial desses fungos.

Para os demais fungos o comportamento foi variavel, a interagao tripla
(ORIG x SOLV x TEMP) foi significativa (p < 0,05), para os fungos B. cinerea,
A. brassicae, R. stolonifer e C. musae e ndo significativa para S. rolfsii e P.
capsici, bem como para aqueles mencionados anteriormente (L. theobromae,
C. gloeosporioides, R. solani e Mucor sp.).

O efeito principal origem foi significativo apenas para os fungos S.rolfsi,
P. capsici e R. stolonifer. Ja o efeito principal temperatura foi significativo
apenas para S. rolfsi. Como mencionado as interacbes entre os fatores
principais foi variavel de fungo para fungo.

A interagdo dupla origem x solvente foi significativa para A. brassicae, R.

stolonifer, C. musae, B. cinerea e S. rolfsii. A interagdo origem x temperatura foi
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significativa apenas para A. brassicae, P. capsici, R. stolonifer e S. rolfsii. Ja a
interacdo dupla temperatura x solvente foi significativa para A. brassicae, C.
musae e B. cinerea.

De acordo com o percentual de inibicdo (Tabela 3) o fungo mais
sensivel foi Mucor sp. e o fungo mais tolerante foi L. theobromae.

Devido ao fato do solvente ter sido responsavel por mais de 90% de toda
a variagao das analises e uma vez que as possiveis interagcdes variaram de
fungo para fungo, as interagdes significativas ndo foram desdobradas, pois as
conclusdes obtidas desses desdobramentos ndo trariam informacdes mais
relevantes.

Castagnino et al. (2008) verificaram o efeito do extrato alcodlico de
prépolis em trés concentragdes (0,5; 1,0 e 5,0%) sobre o crescimento micelial
de fungos fitopatogénicos (Fusarium sp., Pestalotia sp. e Rhizoctonia sp.). Os
resultados obtidos mostraram que Fusarium sp. e Pestalotia sp. tiveram
inibicdo do crescimento, de forma significativa em todas as concentragdes. Ja
o fungo Rhizoctonia sp., apresentou inibicdo significativa, apenas na
concentragao de 5%.

Aly e Elewa (2007) utilizaram extrato aquoso de prépolis (concentragdes
de 250, 500 e 1000 ppm) na superficie de queijo egipcio tipo Ras para inibigao
de Aspergillus versicolor, produtor de esterigmatocistina, durante a maturagao
do queijo. O crescimento fungico e a producgao de toxina foram completamente
inibidos pelo extrato de prépolis na concentracdo de 1000 ppm, enquanto as
menores concentragdes exibiram um efeito fungistatico durante os 90 dias de
maturagao do queijo.

Siqueira et al. (2009) investigaram a atividade antifungica de extratos
aquosos e alcodlicos de propolis brasileira verde e vermelha contra
Trichophyton rubrum, T. tonsurans e T. mentagrohytes. O extrato alcoodlico de
prépolis vermelha demonstrou ter capacidade antifungica maior do que o
extrato alcodlico de proépolis verde. O fungo T. rubrum foi o mais sensivel aos
extratos alcodlico verde e vermelho, e T. tonsurans e T. mentagrophytes foram
mais suscetiveis ao extrato alcodlico de propolis verde. Nao houve atividade
dos extratos aquosos sobre os fungos testados.

Kherzi et al. (2006) determinaram o efeito da prépolis obtida a partir de
quatro solventes (hexano, diclorometano, metanol e agua quente) no

crescimento de Aspergillus flavus e A. parasiticus e na producgéo de aflatoxina
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em pistache. Os extratos com diclorometano e hexano foram os que tiveram
maior atividade antifungica. O efeito do extrato de diclorometano foi testado no
controle da aflatoxina e houve uma baixa concentragao dessa toxina (1,28 ppb
no tratamento em comparagao com 7,3 ppb no controle).

Zeppa e Dolci (2002) citados por LAPPE (2004) utilizaram a propolis
para o controle superficial de fungos filamentosos em queijos de curta e média
maturagao, observando que a casca tratada com solugdo hidroalcodlica de
prépolis em altas concentragdes (>1,5¢g/L), o crescimento fungico foi superficial
ou nenhum.

Lappe (2004) avaliou o efeito da utilizacdo do extrato hidroalcodlico de
prépolis em diferentes concentragdes (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0%) sobre a superficie
de salames tipo italiano, investigando sua contribui¢do no controle da formagao
de fungos e sua possivel interferéncia no aspecto sensorial. O uso da solugao
de propolis nas diferentes concentragdes foi eficaz no controle fungico e nao
interferiu nas caracteristicas sensoriais.

Diversos trabalhos mostraram a atividade antifungica da prépolis
(PEPELJNJAK et al., 1982; TOSI et al., 1996; SILICI et al., 2005; MELLO et al.,
2006; KHERZI et al., 2006; ALY e ELEWA, 2007; DA SILVA et al., 2008),
entretanto o mecanismo de acado nado é claramente conhecido. Mello et al.
(2006) sugerem que o modo de agao antifungico da propolis seja atribuido a
alteragao na parede celular, onde esta mudanca leva ao aumento do volume e
consequentemente a ruptura da membrana.

De acordo com Burdock (1998) os flavondides, acidos fendlicos e
flavonas tais como a galangina e a quercetina séo os responsaveis por esse
de proteina, DNA e da fungdo da membrana citoplasmatica do fungo e
subsequentemente na produgao de toxina.

Nesse ensaio ndo houve uma diferenciagao para os grupos fungicos, ou
seja, fungos de um mesmo grupo filogenético ndo apresentaram o mesmo
comportamento quando submetidos aos diferentes extratos (Figura 5 e 6).

Os relatos referentes a atividade de prépolis sobre diferentes categorias
de organismos sao variaveis, essa diferenga pode ser atribuida a diferenca
intrinseca de cada microrganismo testado e a diferenga da quantidade de
flavondides encontrado na amostra (BURDOCK, 1998).
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Metzner et al. (1977) citados por BURDOCK (1998) na avaliagdo da
propolis sobre Candida, Saccharomyces e Cryptococcus sugere que ha um
efeito fungicida relacionado a presencga do flavondéide pinocembrina.

Os fungos apresentam diferentes comportamentos quanto a
sensibilidade e toleréancia frente a prépolis, podendo haver influéncia do grupo
ao qual eles pertencem (Ascomiceto, Zigomiceto, Basidiomiceto ou Oomiceto)
ou até mesmo a fase do ciclo de vida (germinagdo ou crescimento) no qual
encontram-se (DA SILVA et al., 2007, 2008).
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Figura 5: Crescimento micelial de Botrytis cinerea, Phytophthora capsici e Rhizoctonia solani
submetidos a diferentes extratos de propolis. (TEST: testemunha; Extratos: ALC2, ALC4: controle
alcool; C5AG: propolis C extraido em agua a 50°C; C7AG: prépolis C extraido em agua a 70°C; C5AL:
propolis C extraido em alcool a 50°C; C7AL: prépolis C extraido em élcool a 70°C; V5AG: prépolis V
extraido em agua a 50°C; V7AG: propolis C extraido em agua a 70°C; V5AL: propolis V extraido em alcool
a 50°C; V7AL: prépolis V extraido em alcool a 70°C. Obs:. As numeragbes 2 e 4 representam as
concentragdes de 2 e 4% de cada extrato adicionado ao meio de cultura).
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Figura 6: Crescimento micelial de Colletotrichum gloeosporioides e Colletotrichum musae submetidos a
diferentes extratos de propolis. (TEST: testemunha; Extratos: ALC2, ALC4: controle alcool; C5AG:
propolis C extraido em agua a 50°C; C7AG: propolis C extraido em agua a 70°C; C5AL: propolis C
extraido em &lcool a 50°C; C7AL: propolis C extraido em alcool a 70°C; V5AG: propolis V extraido em
agua a 50°C; V7AG: propolis C extraido em agua a 70°C; V5AL: prépolis V extraido em alcool a 50°C;
V7AL: propolis V extraido em é&lcool a 70°C. Obs:. As numeragdes 2 e 4 representam as concentragdes
de 2 e 4% de cada extrato adicionado ao meio de cultura).
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Quiroga et al. (2007) determinaram a atividade antifungica e a atividade
citotoxica de extratos etandlicos sobre Aspergillus niger (isolado de citrus),
Fusarium sp. (isolado de soja), Fusarium sp. (isolado de manga),
Macrophomina sp. (isolado de soja), Penicillum notatum, Phomopsis sp.
(isolado de soja) e Thichoderma spp. e comparou com a atividade isolada dos
flavondides pinocembrina e da galangina, além das drogas sintéticas
ketoconazole e clortrimazole. Os resultados mostraram que todos os produtos
avaliados apresentaram atividade antifungica, mas as drogas sintéticas
possuem uma atividade maior que os flavonoides testados e o extrato etandlico
de propolis, nessa ordem, por outro lado a citotoxicidade da drogas sintéticas é
muito maior. Nesse caso a propolis pode ser considerada como uma alternativa
para o controle desses fungos, considerando o potencial do seu efeito e a baixa

citotoxicidade.

4- CONCLUSAO

A propolis tem um grande potencial antifungico, mas com resultados
diferenciados para cada espécie, necessitando estudos mais detalhados dentro
de cada espécie elou género. Entretanto, € um produto que pode ser
considerado como alternativo para o controle de fungos causadores de
doencas poés-colheita.

O solvente e a metodologia de extracdo sdo aspectos de grande
importancia, pois interferem diretamente na propriedade biolégica do produto
final.

Com base nesse trabalho o extrato de prépolis que apresentou melhor
resposta sobre a atividade antifungica para todos os fungos estudados foi o

extrato alcodlico preparado a 70°C na concentragéo de 4%.
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ANEXO 1 - TABELAS DOS RESUMOS DAS ANALISES DE VARIANCIA DO
CRESCIMENTO FUNGICO SUBMETIDO A DIFERENTES EXTRATOS DE

PROPOLIS
Lasiodiplodia theobromae
FV GL Qm Pr>F

ORIG 1 15,40125 0,0561695 "

SoLV? 1 954,845 5,72471E-16 *
TEMP 1 5,95125 0,226451709 "
ORIG*SOLV 1 0,91125 0,632445704 "
ORIG*TEMP 1 16,245 0,05021068 "
SOLV*TEMP 1 7,80125 0,167693003 "
ORIG*SOLV*TEMP 1 2,88 0,397118516 "
TESTEMUNHAS 1 0,5 0,722892457 "
Fatorial vs. Testemunha 1 267,289 3,08104E-09 *

ERRO 30 3,9025

*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
® % da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 95,1%

Alternaria brassicae
FV GL Qm Pr>F

TESTEMUNHAS 770,468571 1,47207E-10*
Fatorial vs. Testemunha 189,007562 1,74787E-05*
ERRO 23 6,48673913
*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
9% da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 92,1%

ORIG 1 0,065676 0,92072303 ™
SOoLv*® 1 2315,75676 1,6641E-15*
TEMP 1 22,342703 0,076326616™
ORIG*SOLV 1 55,233243 0,007740568*
ORIG*TEMP 1 53,553243 0,008587783*
SOLV*TEMP 1 37,131892 0,025290598*
ORIG*SOLV*TEMP 1 28,962973 0,04565808*
1
1

C. gloeosporioides
FV GL Qm Pr>F

ORIG 1 2,2188 0,560587024"

SOLV? 1 3203,9472 2,07946E-19*

TEMP 1 4,4652 0,41048114 "™

ORIG*SOLV 1 1,1532 0,67435580 "

ORIG*TEMP 1 10,1568 0,21800797 ™

SOLV*TEMP 1 2,43 0,54261652 "

ORIG*SOLV*TEMP 1 15,5952 0,12963367 "™

TESTEMUNHAS 1 76,38107143  0,001768264*

Fatorial vs. Testemunha 1 107,0925625 0,000328218*
ERRO 28 6,395803571

*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
9% da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 95,1%



Phythophtora capsici
FV GL Qm Pr>F

ORIG 1 48,02 0,000112904*

soLv? 1 6641,28125 5,2038E-31*

TEMP 1 1,28 0,47422417"
ORIG*SOLV 1 0,125 0,82236228 "
ORIG*TEMP 1 11,76125 0,035892177*
SOLV*TEMP 1 9,68 0,05542076 "
ORIG*SOLV*TEMP 1 7,80125 0,08368232"
TESTEMUNHAS 1 141,96125 1,63678E-08*
Fatorial vs. Testemunha 1 352,24225 5,32322E-13*

ERRO 30 2,436916667

*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
? % da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 98,8%

TESTEMUNHAS 331,563125 4,69E-09*
Fatorial vs. Testemunha 1998,689063 7,56E-19*
ERRO 30 5,037666667
*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
9% da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 99,8%

Mucor sp.
FV GL Qv Pr>F
ORIG 1 0,007813 0,968847 "™
soLv?® 1 3989,477812 4E-23*
TEMP 1 2,477812 0,488505"
ORIG*SOLV 1 0,007812 0,968849 ™
ORIG*TEMP 1 0,112812 0,882046 "™
SOLV*TEMP 1 2,475313 0,488723 "
ORIG*SOLV*TEMP 1 0,112813 0,882046 "™
1
1

Rhizopus stolonifer
FV GL QM Pr>F

TESTEMUNHAS 27,01125 1,56391E-08*
Fatorial vs. Testemunha 246,51225 1,14244E-20*
ERRO 30 0,461583333
*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
? % da variacdo total explicada pelo efeito principal solvente: 99,1%

ORIG 1 7,80125 0,000281138*
sSOoLv*® 1 2083,35125  2,86475E-34*
TEMP 1 1,05125 0,141725406 ™
ORIG*SOLV 1 2,10125 0,041168546*
ORIG*TEMP 1 5,95125 0,001159687*
SOLV*TEMP 1 0,00125 0,958842494 "
ORIG*SOLV*TEMP 1 2,10125 0,041168546*

1

1
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Rhizoctonia solani
FV GL Qm Pr>F

ORIG 1 17,2578125  0,062270569 "™
sSoLv*® 1 925,5753125  7,70671E-15*
TEMP 1 3,3153125 0,40272414™
ORIG*SOLV 1 1,8528125  0,530546304 ™
ORIG*TEMP 1 1,0153125  0,641955067 "
SOLV*TEMP 1 0,1953125  0,838170642"™
ORIG*SOLV*TEMP 1 5,6953125  0,274766033™
TESTEMUNHAS 1 2,76125 0,444628222"™
1

Fatorial vs. Testemunha 246,51225 0,000112354*
ERRO 30 4,601833333
*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
9% da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 96,9%

C. musae

FV GL QM Pr>F
ORIG 1 0,750312 0,582157"
SOLV? 1 4677,862812  8,68E-29*
TEMP 1 8,100312 0,077553"
ORIG*SOLV 1 14,445312 0,020775*
ORIG*TEMP 1 2,257813 0,342286 "
SOLV*TEMP 1 18,757813 0,009266*
ORIG*SOLV*TEMP 1 18,150313 0,010347*
TESTEMUNHAS 1 34,86125 0,000675*
Fatorial vs. Testemunha 1 1114,608063 9,57E-20*

ERRO 30 2,424833333
*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
? % da variacdo total explicada pelo efeito principal solvente: 98,7%

Botrytis cinerea
FV GL Qam Pr>F

ORIG 1 3,38 0,12525817 "

SOoLv? 1 3156,15125 5,57327E-30*

TEMP 1 1,36125 0,32490031 "
ORIG*SOLV 1 12,25125 0,005355166*
ORIG*TEMP 1 0,21125 0,696165099™
SOLV*TEMP 1 10,125 0,010506217*
ORIG*SOLV*TEMP 1 25,92 0,000137942*
TESTEMUNHAS 1 143,65125 2,38709E-11*
Fatorial vs. Testemunha 1 343,396 3,71102E-16*

ERRO 30 1,358916667
*: significativo a = 5%; ns: ndo significativo
® % da variacao total explicada pelo efeito principal solvente: 98,3%

Sclerotium rolfsii
FV GL Qam Pr>F

ORIG 1 108,78125  1,09903E-06*

soLv?® 1 2251,205 6,42747E-23*

TEMP 1 34,445 0,001804706*
ORIG*SOLV 1 44,65125 0,00050409*
ORIG*TEMP 1 12,75125 0,045833602*
SOLV*TEMP 1 0,845 0,595689692"™
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ORIG*SOLV*TEMP 1 1,20125 0,527374997"
TESTEMUNHAS 1 39,605 0,000932975*
Fatorial vs. Testemunha 1 425,104 5,24836E-13*
ERRO 30 2,937666667
*: significativo o = 5%; ns: ndo significativo

? % da variacdo total explicada pelo efeito principal solvente: 91,7%
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CAPITULO IV

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE EXTRATOS AQUOSOS E ETANOLICOS
DE PROPOLIS
RESUMO

A prépolis € uma resina natural coletada e modificada pelas abelhas e usada
pela humanidade desde a antiguidade. Dentre os produtos apicolas, a prépolis
destaca-se por suas inumeras propriedades, dentre as quais: antimicrobiana,
antinflamatéria, cicatrizante, antioxidante, antitumoral, anestésica e
anticariogénica. Na industria alimenticia, a propolis tem sido usada na forma de
alimentos funcionais e na conservacdo de alimentos. IniUmeras pesquisas
relatam a complexidade da prépolis e as vantagens advindas de seu uso como
agente antimicrobiano, no entanto existem grandes divergéncias entre os
resultados que tém sido obtidos. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a
atividade antibacteriana de extratos etandlico a 50 e 70 °C e aquoso a 50, 70 e
95 °C, de propolis oriundos de duas origens (C e V) sobre trés isolados
bacterianos (Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella
choleraesius). Verificou-se que os dez extratos de propolis estudados tiveram
pouco efeito sobre a inibicdo do crescimento de E. coli (halos de 0 a 1,2 mm).
Para S. aureus os extratos etandlicos preparados a 70°C, de ambas as origens
apresentaram um halo de inibicdo consideravel (2,3 mm). Em relagcdo a S.
choleraesius os extratos etandlico a 70°C (propolis C), aquoso a 50°C (propolis
V) e etandlico a 70°C (propolis V) apresentaram uma boa atividade
antibacteriana com halos que variaram de 2,0 a 3,1 mm.

Palavras-chaves: propolis, atividade antibacteriana, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella choleraesius.
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ABSTRACT

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF AQUEOUS AND ETHANOLIC
PROPOLIS EXTRACTS

Propolis is a natural resin collected and modified by bees and used by
the humanity since ancients times. Among the bee products, the
propolis reaches a high position due to its several properties:
antimicrobial, antinflamathory, healing, antioxidant, antitumoral,
anesthetic, anticariogenic. In the food industry, it has application in the
form of functional foods and also as a food preservative. Several
researches report the complexity of propolis composition as well as its
antimicrobial activity. However results obtained are quite divergent.
This study aimed to evaluate the antibacterial activity of ethanolic (50
and 70 °C) and aqueous (50, 70 and 95 °C) propolis extracts obtained
from two distinct origins (C and V) against three bacterial isolated
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Salmonella
choleraesius). It was verified that the ten extracts obtained in this study
had little effect on the growth inhibition of E. coli (halos of 0 to1,2 mm).
The ethanolic extracts prepared at 70°C from both origins presented a
considerable inhibition (2,3 mm) against S. aureus. As for S.
choleraesius the ethanolic extracts at 70°C (propolis C), aqueous at
50°C (propolis V), ethanolic at 70°C (propolis V) presented a good
antibacterial activity with halos that varied of 2,0 to 3,1 mm.

Keywords: propolis, antibacterial activity, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Salmonella choleraesius.
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1- INTRODUGAO

Os alimentos de origem animal ou vegetal, frescos ou processados,
incluindo a agua, que eventualmente estejam contaminados por
microrganismos causadores de doengas, ao serem ingeridos permitem que
estes organismos ou seus metabolitos invadam os fluidos ou os tecidos do
hospedeiro podendo causar algumas doengas graves em quem 0S consomem.
As doencgas de origem alimentar podem ser provocadas por diversos grupos de
microrganismos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios e virus. Dentre estes,
as bactérias, pela sua diversidade e patogenia, constituem de longe o grupo
microbiano mais importante e mais associado as doencas veiculadas pelos
alimentos. A contaminagao dos alimentos por bactérias patogénicas ao homem
ocorre principalmente como resultado de condigdes deficientes de higiene
durante o processamento dos alimentos (PINTO, 1996).

Existem inumeros antibacterianos sintéticos que foram e estdo sendo
desenvolvidos para o combate de diversos microrganismos, mas 0O USO
indiscriminado e prolongado desses antimicrobianos tém constantemente
gerado populagdes de microrganismos patogénicos resistentes a esses
compostos (VARGAS et al, 2004). Uma alternativa que tem sido
exaustivamente estudada € a substituicio desses produtos pelo uso de
substancias naturais provenientes de plantas medicinais e outros produtos de
origem natural, entre eles a propolis (MENEZES et al., 1997; VARGAS et al.,
2004; TRIPATHI e DUBEY, 2004; VALGAS et al., 2007).

A prépolis é considerada um antibiético natural, com alta capacidade de
inibir ou inativar diversos microrganismos (LIMA, 2006; DAUGSH, 2007).

O uso da propolis data de séculos antes de Cristo. Os egipcios a
utilizavam para embalsamar as mumias e ao longo dos milhares de anos novos
fins para a propolis foram sendo descobertos. Mesmo em pequenas
quantidades a presenga de propolis em alimentos processados a faz atuar
como conservante, devido ao seu alto poder antioxidante e sua atividade
bacteriostatica (BASTOS, 2001).

A atividade antibacteriana da propolis esta diretamente relacionada a
sua composi¢cao quimica e dentre as centenas de compostos presentes, muitos
autores conferem essa capacidade aos flavondides, acidos aromaticos e

ésteres presentes na resina. A galangina, pinocembrina e pinostrombina s&o
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reconhecidas como os flavonoides mais efetivos contra bactérias. Os acidos
ferulicos e caféico também contribuem para a acé&o antibacteriana da propolis.
O mecanismo de atividade antimicrobiana € complexo, podendo ser atribuido
ao efeito sinergistico entre flavondides, hidroxiacidos e sesquiterpenos
(MARCUCCI, 1995; CABRAL, 2008).

O efeito da propolis sobre diferentes estirpes bacterianas tem sido
amplamente estudado, entretanto fatores como origem da propolis, solvente
usado na extracdo, tempo e metodologia de extracédo, espécie da abelha, a
concentracdo do extrato e até mesmo o método de avaliagdo do crescimento
bacteriano fazem com que os resultados obtidos variem consideravelmente
(PINTO, 2000; LIMA, 2006; DAUGSH, 2007; MIORIN, 2003). Outro fator que
influencia o comportamento destes microrganismos frente a acao
antibacteriana da prépolis € a composicdo da parede bacteriana. Diversos
estudos mostram que a propolis apresenta maior efeito sobre bactérias Gram
positivas, sendo pouco eficaz ou inativa contra bactérias Gram negativas
(PARK et al., 1998; PINTO, 2000; SILICI e KUTLUCA, 2005; VARGAS et al.,
2004; FERNANDES JR et al., 2006).

Em razdo destes resultados, em boa parte divergentes, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana de diferentes
extratos etandlico e aquoso de prépolis, oriundos de duas origens distintas e
obtidos a partir de trés temperaturas de extragdo sobre trés isolados

bacterianos, sendo um Gram positivo e dois Gram negativos.
2- MATERIAL E METODOS

2.1- Amostras de prépolis utilizada

As amostras utilizadas nesse ensaio, assim como a metodologia de
preparo dos diferentes extratos de propolis etandlicos e aquosos estao

descritos no capitulo I, itens 2.1 e 2.2. Nesse experimento os extratos

submetidos a 95°C nio foram utilizados.

92



2.2- Microrganismos testados

Trés bactérias patogénicas foram utilizadas no estudo, sendo uma Gram
positiva (Staphylococcus aureus ATCC 6538) e duas Gram negativas
(Salmonella choleraesius ATCC 6539 e Escherichia coli ATCC 11229). Os
microrganismos testados foram fornecidos pelo banco de culturas do
Laboratério de Embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos da

Universidade Federal de Vigosa.

2.3- Determinacgao da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos diferentes extratos de propolis foi avaliada
por meio do método de difusao de disco de acordo com Park et al. (2000).

As culturas bacterianas conservadas em ultrafreezer (-80°C) foram
descongeladas a temperatura ambiente, em seguida pipetou-se 0,2mL da
suspensao em 10 mL de caldo BHI (Broth Heart Infusion), para sua ativagao e
os tubos foram incubados em BOD a 37°C por 24h.

Placas com Agar MHA (Mueller Hinton Agar) foram preparadas e apos
solidificagdo foram inoculados 0,1mL da suspensdo bacteriana. Discos de
papel estéreis com 6 mm de didmetros foram impregnados com 10uL dos
extratos de prépolis e colocados no centro das placas semeadas com as
culturas bacterianas. Estes discos haviam sido previamente secos, e mantidos
em dessecador por 24 horas para eliminacdo do residuo de etanol. Discos
contendo somente etanol 70% foram utilizados como controle.

As placas foram mantidas a 37 °C em BOD por 24h e apds esse periodo
os halos de inibicdo foram mensurados. A atividade antimicrobiana foi
determinada pela formacéo de halo inibitério ao redor dos discos, com o auxilio

de uma régua.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados para a determinacdo da atividade

antibacteriana dos extratos de propolis estdo expostos na Tabela 1.
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Tabela 1: Atividade antibacteriana dos extratos etandlico e aquosos sobre trés

bactérias patogénicas.

Halo médio de inibicdo do crescimento bacteriano (mm)
Tipo de extrato Staphylococcus | Salmonella choleraesius Escherichia
aureus (Gram®) (Gram) coli (Gram’)
Alcool (controle) 0,3 1,3 0,2
Extrato aquoso a
0 0 0
50°C (propolis C)
Extrato aquoso a
0 0,2 0,2
70°C (propolis C)
Extrato etandlico a
0 0 1,2
50°C (propolis C)
Extrato etandlico a
2,3 2,0 0
70°C (propolis C)
Extrato aquoso a
0 3,0 0
50°C (propolis V)
Extrato aquoso a
0 0 0
70°C (propolis V)
Extrato etandlico a
0,7 0 0
50°C (propolis V)
Extrato etandlico a
2,3 3,1 0
70°C (propolis V)

(Categorias de atividade antimicrobiana adotadas neste trabalho: 0-1,5 mm: pouca atividade;

1,6-2,9mm: média atividade; 23,0mm: alta atividade)

Pode-se observar que a maioria dos extratos teve pouco ou nenhum
efeito sobre as bactérias estudadas. Escherichia coli foi a bactéria que
apresentou menor sensibilidade aos extratos testados.

Os extratos aquosos nao foram efetivos contra nenhuma das bactérias
estudadas, exceto o extrato aquoso a 50°C contra S. choleraesius.
Considerando-se os resultados obtidos para os demais extratos aquosos tanto
neste quanto nos outros ensaios conduzidos (capitulo Il e V), o efeito do extrato
aquoso a 50°C contra S. choleraesius foi um resultado atipico, pois como regra
geral foi observado que os mesmos (extratos aquosos) foram ineficazes.
Inimeros trabalhos afirmam que extratos aquosos sao ineficazes, pois ndo sao

capazes de solubilizar os compostos fendlicos responsaveis pela atividade
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antimicrobiana da propolis (PARK, et al., 1998; WOISKY e SALATINO, 1998;
PINTO, 2000; ALDEMANN, 2005). A realizagdo de novos testes € necessaria
para melhor esclarecer este comportamento. Acredita-se que a atividade
antimicrobiana da prépolis se deve a efeitos sinergisticos entre flavondides,
acidos aromaticos fendlicos e seus derivados que estdo presentes
majoritariamente na propolis. Porém, a atividade antimicrobiana dos extratos de
propolis esta relacionada com o tipo de microorganismo testado e o solvente
utilizado na extragdo (BURIOL et al., 2009).

Os resultados aqui obtidos estdo de acordo com outros estudos que tem
demonstrado que a atividade antibacteriana da propolis € mais eficiente sobre
bactérias Gram positivas e com baixa atuacédo contra Gram negativas (SILICI e
KUTLUCA, 2005; VARGAS et al., 2004; FERNANDES JR et al., 2006; BURIOL
et al., 2009). Essa diferenga encontrada entre bactérias Gram negativas e
Gram positivas deve-se, provavelmente, as diferencas na constituicdo quimica
da parede celular desses microrganismos (PINTO, 2000), pois as bactérias
Gram negativas apresentam grandes quantidades de lipidios, proteinas e
polissacarideos e suas paredes sao estrutural e quimicamente mais complexas
do que as paredes das bactérias Gram positivas (AMORIM et al., 1995). E
provavel entdo que os compostos fendlicos da prépolis, indicados como os
maiores responsaveis pela inibicdo do crescimento bacteriano, ndo consigam
interagir com a parede celular das bactérias Gram negativas da mesma forma
que interagem com as Gram positivas (PINTO, 2000).

Independentemente da sua origem, a prépolis sempre apresenta
atividade antimicrobiana, uma vez que seu efeito bactericida e fungicida é
indispensavel para preservar a vida na colméia (BURIOL et al., 2009).

Os extratos avaliados obtiveram uma alta atividade frente a Salmonella
choleraesius com o tratamento (extrato etanolico a 70°C (propolis V))
apresentando um halo de inibicdo de 3,1 mm. Esse resultado condiz com
outros estudos, como por exemplo, a pesquisa realizada por Fernandes Jr et al
(1997) que avaliaram o efeito do extrato etandlico de prépolis sobre
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e foram eficazes sobre essas duas
espécies bacterianas. Entretanto, as doses de propolis requeridas foram bem
diferenciadas. De acordo com estes mesmos autores, para obtencdo do
mesmo nivel de inibigdo foi necessaria uma dose cinco vezes maior para E. coli

(10,0% v/v) do que para S. aureus (2,0% v/v).
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Park et al. (1998) avaliaram a atividade antibacteriana de diferentes
extratos de propolis (extrato aquoso e extrato etandlico com diferentes
percentuais de alcool) contra S. aureus e consideraram que quando utilizados
extratos etandlicos de propolis de 60 a 80%, a inibicdo do crescimento
microbiano aumentou consideravelmente (zona de inibicdo de 1,5 mm,
considerando uma boa atividade desse tipo de extrato), seguido de um
decréscimo na atividade antimicrobiana nas porcentagens mais altas de etanol.

A expectativa desse estudo baseada em inumeras pesquisas (PARK et
al., 1998; PINTO, 2000; MIORIN et al., 2003; KARTAL et al., 2003; SILVA et al.,
2006), era de que os extratos etandlicos apresentassem alto desempenho
contra os microrganismos testados, mas os extratos etandlicos das amostras
extraidas a 50°C apresentaram baixissima ou nenhuma atividade
antibacteriana, com valores de inibicdo que variaram de 0 a 1,2 mm. Ja os
extratos etandlicos a 70°C tiveram uma atuacdo na inibicdo das bactérias
Staphylococcus aureus e Samonella choleraesius bem expressiva,
apresentando halos de inibicdo de 2,0 a 3,1 mm. Essa diferenciacdo na
atividade antibacteriana dos extratos etandlicos pode estar relacionada a
temperatura utilizada no processo de extragdo da propolis, ou seja, a
temperatura de 70°C a extragdo dos compostos antibacterianos da prépolis foi
mais efetiva do que a temperatura de 50°C.

Pinto (2000) avaliou o efeito antimicrobiano de diferentes extratos de
prépolis verde processados visando o fracionamento sequencial utilizando
como solventes extratores agua, etanol, metanol, acetato de etila e cloroférmio
(nesta ordem), sobre bactérias (Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, coliformes) isoladas do leite de vaca com mastite. Neste estudo, o
extrato aquoso ndo exerceu nenhum efeito inibidor sobre as bactérias testadas,
assim como os extratos com acetato de etila e cloroférmio, mas para esses foi
sugerido que o fato de o processo de extracao ter sido sequencial, muitos dos
principios ativos podem ter sido extraidos pelos solventes anteriores a eles,
como o etanol e o metanol. Ja os extratos etandlico e o metandlico (em menor
proporgao) apresentaram efeito inibidor sobre as bactérias testadas. Embora
no presente estudo ndo tenha sido feita a extracdo sequencial observou-se
que, como ja mencionado anteriormente, os extratos aquosos nao foram

efetivos contra as bactérias testadas. Isso mais uma vez demonstra que a agua
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nao é capaz de solubilizar e extrair os compostos antimicrobianos presentes na
prépolis bruta.

Buriol et al. (2009) analisaram a atividade antibacteriana dos extratos de
propolis obtidos com etanol 30, 70, 95% v/v e 6leo de canola. A atividade
antibacteriana foi avaliada utilizando o meétodo de difusdo em agar. Os
microorganismos empregados foram os Gram-positivos: Staphylococcus
aureus e Listeria monocitogenes e Gram-negativos: Escherichia coli;
Salmonella tiphimurium; Pseudomonas aeruginosa. Observou-se que todos os
extratos hidroalcodlicos e oleoso testados apresentaram atividade contra as
bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.
Para Staphylococcus aureus, o extrato que apresentou maior atividade in vitro
foi o obtido com etanol 30% v/v (halo de inibigdo de 11,40 mm), o qual
apresentou também a maior concentracdo de compostos fendlicos. Para
Listeria  monocytogenes, a maior atividade foi apresentada pelos extratos
hidroalcodlico 70% v/v e oleoso (halos de inibicdo de 10,88 e 10,63 mm).
Verificou-se também que o extrato de propolis obtido com etanol 70% v/v
apresentou atividade contra todos os géneros testados, com excegado de
Salmonella typhimurium. Para esta bactéria n&do se observou inibicdo do
crescimento com nenhum dos extratos testados. O extrato oleoso néao

apresentou atividade contra E. coli e P.aeruginosa.

4- CONCLUSOES

A propolis apresenta um grande potencial antibacteriano, mas a
metodologia de preparo do extrato pode afetar a resposta do seu efeito
antibacteriano.

Os melhores resultados foram apresentados pelo extrato etandlico a
70°C, indicando que o etanol nessa faixa de temperatura conseguiu extrair os
principios ativos determinantes na atuacao contra as bactérias.

De uma maneira geral os extratos aquosos nao foram efetivos sobre as
especies bacterianas estudadas.

A metodologia empregada no processo de extragdo influencia

diretamente nas propriedades biolégicas da propolis, ou seja, o solvente e a
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temperatura utilizada sdo fatores que afetam as caracteristicas do extrato e
consequentemente nas possiveis atividades deste.

Outro fator importante a ser considerado é o grupo ao qual essa bactéria
pertence, pois ha uma diferenciacdo expressiva da atividade desse extrato
frente a bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Novas pesquisas devem ser geradas utilizando outros solventes, como
por exemplo, oleos vegetais e diferentes tempos de extragdo, para analisar se
esses novos extratos terdo atividade biolégica mais eficaz, ou seja, identificar

uma metodologia que garanta a maior atividade dos extratos.
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CAPITULO V

CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DE EXTRATOS DE PROPOLIS

RESUMO

A propolis tem ocupado lugar de destaque no mercado nacional e
internacional de produtos apicolas em razao das diversas atividades bioldgicas
e farmacolégicas atribuidas aos seus constituintes quimicos. A propolis
brasileira tem composi¢ao distinta quando comparada ao resto do mundo.
Atualmente a grande procura deve-se ao artepillin C (acido 3,5-diprenil-4-
hidroxicinamico), um composto quimico inicialmente isolado de prépolis
brasileira, que tem despertado grande interesse em razdo de sua atividade
antitumoral, antimicrobiana e antioxidante. Objetivou-se nesta pesquisa
analisar a composicao fisico-quimica e a atividade antioxidante da propolis
bruta e os extratos etandlicos e aquosos. Foram realizadas determinagdes de
cinzas; perda por dessecacao (umidade); fendis totais e flavondides totais das
amostras brutas; teor de compostos volateis; do espectro de absor¢ao dos
extratos de propolis; a analise sensorial quanto aos atributos de consisténcia
(temperatura ambiente), cor, aroma, sabor e granulometria; contagem de
fungos filamentosos e leveduras das amostras brutas e dos extratos; e a
atividade antioxidante. As duas propolis brutas (C e V) estudadas estdo de
acordo com o exigido pela legislagdo quanto ao percentual de cinzas, com
valores de 2,6 % e 3,4%, respectivamente. Quanto a umidade a propolis V
encontra-se dentro do padrao exigido 7,6% (maximo de 8%), ja a prépolis C
apresentou valor um pouco acima do permitido 8,6%. O percentual de
compostos volateis foi de 0,63% para a propolis C e de 1,0% para a amostra de
propolis V. No espectro de absorcao, os extratos apresentaram uma variacao
de 290,6 a 299,2 nm, sendo que os etandlicos foram os que apresentaram os
maiores comprimentos de onda. A prépolis C e extratos etandlico e aquoso
apresentaram contagem baixa para bolores e levedura (< 10 UFC/g), ja a
prépolis V apresentou uma contagem de 4,9 x10° UFC/g. Quanto a

caracterizagao sensorial, as amostras de propolis brutas apresentaram
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conformidade com a legislagdo brasileira vigente. Em relagdo, ao teor de
fendis, todos os extratos avaliados encontram-se dentro do que esta previsto
pela legislacdo brasileira. Os extratos aquosos apresentaram teores de
flavondides que variaram de 0,21 a 0,30% e os extratos etandlicos valores de
2,66 a 3,60%. Em relagao a atividade antioxidante, observou-se que todos os
extratos apresentaram uma baixa atividade, no entanto, os extratos etandlicos
apresentaram maior atividade antioxidante em relagao aos extratos aquosos.

Palavras-chave: fisico-quimica, propolis, antioxidante e volateis

ABSTRACT

PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF THE EXTRACTS PROPOLIS

Propolis is a natural product has occupied a high position in the national and
international market of bee products due to its biological and pharmacological
activities. It has been shown that products from Brazilian propolis have distinct
composition when compared to its rest of the world. Great search for Brazilian
propolis is due to the artepillin C (acid 3,5-diprenil-4-hidroxicinamic) content, a
chemical compound first isolated from Brazilian propolis, with great interest
because of its antitumoral, antimicrobial and antioxidant activity. This study
aimed at analyzing the crude propolis and ethanolic and aqueous extracts from
two distinct Brazilian propolis. Physiochemical analyses were accomplished
(ashes; lost weight on drying (humidity); total phenols and total flavonoids of the
crude samples; volatile compounds contents; spectrum of absorption of propolis
extracts; sensory analysis as for the consistence atroom temperature, color,
aroma, flavor and granulometer; counting of molds and yeasts of the crude
samples and of the extracts; and antioxidant activity. Both samples of crude
propolis are in agreement with Brazilian regulation as for the percentile of
ashes, (2,6% and 3,4%). Moisture of the sample V is in agreement with 7,6%
(maximum of 8%), however the sample C presented value of 8,6%, which is
above of maximum allowed. Volatile compounds content was 0,63% on propolis
C and 1,0% for propolis V. As for of the absorption spectrum, the extracts

ranged from 290.6-299.2 nm, and the ethanolic extracts presented the highest
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wavelengths. Propolis C and ethanolic and aqueous extracts presented low
counting for molds and yeast (<10 UFC.g™"), while crude sample V presented a
counting of 4,9 x10® UFC.g". The sensory characterization, both samples of
crude propolis were in conformity with the limits established by the Brazilian
regulation. All extracts were low in antioxidant activity, though, ethanolic

extracts presented higher activity than the aqueous ones.

Keywords: physicochemical, propolis, antioxidant, volatile
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1- INTRODUGAO

A propolis é uma resina de consisténcia viscosa coletada por abelhas
meliferas em diferentes partes de plantas, principalmente os brotos e gemas
foliares. As abelhas levam a resina para a colmeia e esta € modificada com a
inclusdo de cera e secrecgodes salivares (RUSSO et al., 2002).

A propolis é utilizada farmacologicamente desde o final do século
passado, principalmente na Roménia, Polonia, Franga, Alemanha, nas antigas
lugoslavia e Tchecoslovaquia e outros paises europeus. Diversas pesquisas
demonstram que em amostras de prépolis européias a composi¢ao quimica é
bastante similar, visto que as abelhas do hemisfério norte sdo muito seletivas
na coleta de resinas, principalmente em plantas das espécies de Populus.
Entretanto, a composicao quimica das propolis produzidas na América do Sul é
de especial interesse, pois ha diferenca na composi¢cao de compostos fendlicos
de prépolis de mesma origem floral de algumas regides brasileiras (AGUIAR et
al., 2003).

Alguns compostos ja foram identificados, sendo principalmente
compostos fenodlicos e a maioria pertencente a trés grupos principais: (I)
flavonoides (flavonois, flavonas e flavanonas), (Il) acidos fendlicos e (lll)
ésteres fendlicos e suas concentragdes variam dependendo da flora da regido
de coleta (PARK et al., 1998; BANKOVA et al., 1992; KOO e PARK, 1997).

Estudos desenvolvidos em praticamente todo o mundo atribuem a
complexidade de sua composi¢cdo propriedades farmacoldgicas importantes,
considerando alguns compostos isoladamente ou o sinergismo existente entre
eles. Dentre as inumeras propriedades comprovadas esta a atividade
antioxidante (TEIXEIRA, 2003).

Antioxidante € um composto que protege o sistema biolégico contra o
efeito nocivo de processos ou reacdes que podem causar oxidagao excessiva
(RUFINO et al.,, 2007). Vaérios autores relatam que algumas propriedades
bioldgicas, particularmente a atividade antioxidante, em extratos de propolis, se
devem em parte ao seu alto conteudo de flavondides, compostos que podem
reduzir a formacao de radicais livres e consequentemente tem efeito protetor
contra a oxidagdo (MORENO et al., 2000; NAGAI et al., 2003). Na realidade,
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estes biopolifendis n&o so interferem na reagdo de propagag¢ao, mas também
na formacao de radicais livres, através da quelagdo dos metais ou inibindo as
enzimas envolvidas no inicio da reagdo (RUSSO et al., 2002).

Contudo, a exemplo de muitos outros produtos naturais, falta a propolis
garantia de avaliagbes essenciais quanto a sua eficacia, seguranga e
qualidade, de forma a permitir o uso racional do produto. Nesse caso, as
analises fisico-quimicas, microbioldgicas, fitoquimicas e farmacologicas séo
necessarias para caracterizagao desse produto (TEIXEIRA, 2003).

O presente trabalho teve como objetivo realizar a caracterizagao fisico-
quimica (umidade, cinzas, fenois totais, flavonoides totais, compostos volateis,
espectro de absorgado), microbiolégica (contagem de fungos filamentosos e
leveduras), caracterizagao sensorial e atividade antioxidante de duas amostras

distintas de proépolis bruta, comercializadas em Minas Gerais.

2- MATERIAL E METODOS

2.1- Obtengao das amostras de prépolis e elaboragao dos extratos

As amostras de propolis utilizadas neste experimento, assim como a
metodologia de preparo dos diferentes extratos etandlicos e aquosos estdo

descritos no capitulo Il, itens 2.1 e 2.2.

2.2- Analise fisico-quimica da prépolis bruta

As analises fisico-quimicas (cinzas; perda por dessecacédo (umidade);
fendis totais e flavondides totais) da prépolis bruta e dos extratos de prépolis
foram realizadas de acordo com metodologia proposta por Woisky e Salatino
(1998).

O teor de fendis totais foi determinado pelo método espectrofotométrico,
utilizando o método de reagdo de substancias fendlicas com o reagente de
Folin-Ciocalteau, tendo o acido galico como substancia de referéncia. O teor de
flavonodides foi determinado como quercetina com o uso de AICl;. O
experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticoes. Os resultados obtidos foram comparados aos padrdes

estabelecidos pela Instrugcdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001 do
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que aprovou o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de prépolis e extrato de
prépolis (BRASIL, 2001a; 2001b).

A andlise para determinagao do teor de compostos volateis foi realizada
em aparelho Clevenger, onde em um baldo de 1000 mL foi adicionado 100g de
propolis bruta e 500 mL de agua destilada. Essa mistura foi deixada em
ebulicdo por 12 horas e o destilado insoluvel em agua foi recolhido em frasco

previamente tarado, mantido em dessecador e pesado (WOISKY, 1996).

2.3- Determinacdao do espectro de absorciao dos extratos de

propolis

A analise para determinacido do espectro de absorgao dos dez extratos
conforme descritos no capitulo 2 itens 2.1 e 2.2 (6 extratos aquosos e 4
extratos etandlicos) foram realizados segundo a metodologia proposta por Park
et al., 1998, em que 25uL do extrato foi diluido em 30 mL de etanol a 95%. O
espectro de absor¢cao das amostras foi determinado no comprimento de onda
de 200 a 500nm em espectrofotometro UV-1601PC SHIMADZU.

2.4- Caracterizagao sensorial das amostras de propolis bruta

A caracterizagdo sensorial foi realizada no Laboratério de Analise
Sensorial do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade
Federal de Vigcosa. A avaliacdo foi feita para as duas propolis brutas
(denominadas de prépolis C e propolis V), por um grupo de 10 provadores,
habituados a participar de grupos de analise descritiva de diversos produtos.
As amostras de propolis bruta foram apresentadas separadamente e cada
provador avaliou a amostra quanto aos seguintes atributos: consisténcia
(temperatura ambiente), cor, aroma, sabor e granulometria de acordo com a
Instrucdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), que aprova o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Propolis (BRASIL, 2001a)
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2.5- Analise microbiolégica da prépolis bruta e dos extratos

2.5.1- Fungos filamentosos e leveduras

Foi utilizado o método de contagem em placas para determinagédo de
fungos filamentosos e leveduras, utilizando a metodologia da American Public
Health Association (VANDERZANT e SPLITTS-TOESSER, 1992).

2.6- Atividade antioxidante.

A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada no Laboratério de
Bebidas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
de Vigosa.

O experimento foi realizado conforme proposto por Teixeira et al. (2008),
utilizando solugéo etandlica do radical2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) para a
avaliagdo da atividade antioxidante. Os dez extratos testados foram
solubilizados em etanol absoluto a 200 ppm. Posteriormente, triplicatas foram
preparadas na proporcao 1:6 (v:v), com as solugdes etandlicas dos extratos e
com a solugdo de DPPH, mantendo-se o intervalo de trés minutos entre
amostras. Os controles foram feitos misturando-se etanol e DPPH, também na
proporgao 1:6 (v:v). Ao final do preparo, cada amostra era mantida ao abrigo da
luz, durante 30 minutos. Transcorrido esse tempo, efetuaram-se leituras em
espectrofotometro (MICRONAL 8542) a 517 nm, para avaliagado da variagao da
absorbancia. Como controle positivo, foi utilizado solucdo etandlica de
quercetina a 200 ppm (TEIXEIRA, 2003).

Os resultados foram expressos, considerando-se a porcentagem de
inibicdo promovida pelas amostras testadas na producdo de radicais livres,
segundo a foérmula: % inibicdo = ((absorbancia da solucdo de DPPH) -
(absorbancia do DPPH+amostra testada) / absorbancia da solu¢gao de DPPH) x
100.

2.7- Analise dos dados

Foi realizada uma analise descritiva dos resultados obtidos.
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3-RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1- Cinzas, umidade e compostos volateis

A Tabela 1 apresenta os teores de cinzas e perda por dessecacao a

105 °C das duas amostras de prépolis provenientes de Minas Gerais.

Tabela 1 : Teor em % (m/m) de cinzas e umidade de duas amostras bruta de prépolis.

Amostras Analises realizadas Referéncia*
P
Cinzas

PROPOLIS V 2,62 _
Maximo 5%
PROPOLIS C 3,37
Perda por dessecacao**
PROPOLIS V 8,63
Maximo 8%
PROPOLIS C 7,77

* Limite estabelecido pelo Regulamento Técnico do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para identidade e qualidade de prépolis (BRASIL, 2001a; 2001b).
**105°C/3h

Comparando-se o0s resultados obtidos das amostras de propolis
estudadas neste trabalho com os valores da legislacdo brasileira (BRASIL,
2001a), constatou-se que as prépolis V e propolis C estdo de acordo com o
exigido quanto ao percentual de cinzas, pois apresentam, respectivamente,
2,62 e 3,37%. Quanto a umidade a prépolis C encontra-se dentro do padrao
exigido 7,77% (maximo de 8%), ja a prépolis V apresentou valor um pouco
acima do permitido 8,63%. Este ndo é um valor que inutilize o material, porque
a propolis é higroscopica e 0 manuseio dela para as analises ou até mesmo um
acondicionamento incorreto podem ter afetado o teor de umidade.

A importancia de se avaliar a umidade e o teor de cinzas esta
relacionada diretamente com a qualidade do produto, ou seja, identificando
possiveis adulteracdes e até mesmo as condi¢cdes de conservagao do material
(MARCUCCI, 2005).

O teor de umidade se torna mais elevado se a prépolis nao for
armazenada de forma adequada, podendo levar a uma deterioracdo mais
rapida do produto (SALATINO, 1999), pois se a amostra estiver com um indice

maior do que o normal de agua (especialmente quando se retira do freezer e se
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embala) é certo que crescerdao fungos sobre a mesma, tornando-a impropria
para a comercializagdo (MARCUCCI, 2005).

As cinzas sao um constituinte natural da prépolis, porém um material
inorganico, que em quantidades exageradas podem denunciar adulteragcdes
(freqUentes principalmente em amostras em pod), por exemplo, por adigdo de
terra ao produto ou mesmo residuo de outras extragdes de propolis (WOISKY,
1996; MARCUCCI, 2005; SALATINO, 1999).

Com relacdo aos compostos volateis, no presente estudo a
determinacao destes foi realizada nas duas amostras brutas de prépolis e o
resultado obtido foi de 0,63% para amostra de propolis C e de 1,0% para a
amostra de prépolis V.

Woisky (1996) determinou o teor de compostos volateis de amostras de
propolis de diferentes cidades de Sao Paulo com pasto apicola diversificado e
encontrou valores que variaram de 0,28 a 0,49% de volateis.

As substancias volateis sdo responsaveis pelo aroma caracteristico da
prépolis e estdo presentes numa proporgcado entre 2 e 5% do produto total.
Teores baixos de substancias volateis podem denunciar condigbes de
armazenamento por tempo excessivamente prolongado (SALATINO, 1999).
Outra caracteristica que pode ser detectada é a adulteracdo feita com
substancia volatil, como por exemplo, alcool benzilico que também pode
ocorrer na composi¢cao da propolis em condigbes naturais, assim como 0 uso
de eugenol que é citado como outra substédncia adulterante de propolis
(WOISKY, 1996).

3.2- Deteterminagao dos espectros de absorgcao dos extratos de prépolis
Os espectros de absorcao dos extratos etandlicos e aquosos da propolis

estdo apresentados na Tabela 2 e Figura 1, que foram caracterizados por

espectrofotometria na regiao UV.
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Figura 1: Espectro de absorgdo dos extratos etandlicos e aquosos de propolis na
faixa de 200 a 500 nm.

Os extratos etandlicos apresentaram os valores de comprimento de
onda de maxima absor¢cdo maiores do que os extratos aquosos. Os extratos
etandlicos apresentaram valores que variaram de 298,8 a 299,2 nm, enquanto
os extratos aquosos variaram de 290,6 a 297,4 nm. Os valores de absorbéancia
sdo bem maiores nos extratos etandlicos, com o extrato C7AL com
absorbancia de 1,4415 (Tabela 2). Com esse resultado pode-se inferir que os
extratos etandlicos apresentam uma quantidade maior de flavondides. Essa
variagdo pode ser atribuida ao solvente extrator associado a temperatura
utilizada na extragao.

Um aspecto observado foi que nos extratos aquosos referentes a
amostra de propolis C e nos extratos alcolicos provenientes das amostras C e
V, a absorcdo foi aumentada a medida que a temperatura de extracdo é
aumentada. Esse perfil ndo ocorreu com os extratos aquosos da amostra de
propolis V, pois houve uma diminuicdo de absorcdo do extrato preparado a
95°C.
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Tabela 2: Absorbancia e comprimento de onda (nm) de maxima absorcido dos

extratos etandlicos e aquosos de propolis

Comprimento de onda (nm)
Tipo de extrato Absorbancia i
(max. absorg¢ao)
Prépolis C extraido em agua a
0,2620 292,6
50°C (C5AG)
Prépolis C extraido em agua a
0,2664 296,0
70°C (C7AG)
Prépolis C extraido em agua a
0,3153 297 .4
95°C (C9AG)
Prépolis V extraido em agua a
0,2201 291,6
50°C (V5AG)
Prépolis V extraido em agua a
0,2478 291,0
70°C (V7AG)
Prépolis V extraido em agua a
0,2212 290,6
95°C (V9AG)
Prépolis C extraido em agua a
1,2363 298,8
50°C (C5AL)
Prépolis C extraido em agua a
1,4415 299,2
70°C (C7AL)
Prépolis V extraido em agua a
1,0300 298,2
50°C (V5AL)
Prépolis V extraido em agua a
1,1340 299,2
70°C (V7AL)

A propolis tem uma composi¢cdo quimica variada e ja foram identificadas
mais de 200 substancias em diferentes localidades, incluindo acidos fendlicos,
flavondides, ésteres, diterpenos, sesquiterpenos, lignanas, aldeidos
aromaticos, alcoois, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e minerais. Dentre
esses, destacam-se os flavondides e os acidos fendlicos, pois a eles é
atribuida grande parte das atividades bioldgicas da prépolis (BONHEVI et al.,
1994; FUNARI e FERRO, 2006).

Jurd e Geissman (1956) citados por PARK et al (1998) relataram que o
perfil de absorgdo entre os comprimentos de onda de 270 - 330 nm séo

atribuidos aos flavonodides e fenodis.
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Park et al. (1998) determinaram o espectro de absorgdo de 11 extratos
(1 aquoso e 10 extratos etandlicos com concentragdes de 10 a 95% de etanol)
e verificaram que todas eles foram similares e apresentaram maxima absorcao
a 290nm. Entretanto, dependendo da concentracdo de etanol, o grau de
absorcdo a 290 nm foi variavel. O extrato aquoso de prépolis apresentou a
menor absorcdo e essa absorcdo foi aumentando a medida que a
concentragdo de etanol foi elevada até 80%. Os extratos com 90 e 95% de
etanol apresentaram diminuicdo na absorcdo a 290 nm. Entretanto, os
resultados indicaram que altas concentragcbes de flavonodides foram liberadas
pela propolis quando foi utilizada uma solugcdo 80% de etanol como solvente
extrator, concluindo que o extrato etandlico a 80% apresenta maior quantidade
de flavondides.

Aguiar et al. (2003) avaliaram as caracteristicas fisico-quimicas de
extratos etandlicos de propolis coletadas de diferentes locais da Mata Atlantica
do Estado de Alagoas e as onze extratos avaliados apresentaram valores
diferenciados (extrato AL1: 281,nm; extrato AL9: 280,0nm; extrato AL11:
282,0nm), mas basicamente todas as amostras apresentaram valores de
absor¢do maxima em torno de 281,0 nm. Os autores definiram que esta
diferenca nos espectros na regido UV é devido a variagdo quimica dentro de
uma mesma regido (litoral alagoano), pois trata-se de uma regido com grande
variedade de microecossistemas, como de mata e mangue, tendo nesse caso
uma diversidade complexa e dinamica que reflete na composi¢cao quimica de

produtos como a prépolis coletadas pelas abelhas.

3.3- Fenois e flavonoides totais

A Instrugdo Normativa n° 3 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001b)
estabelece que o extrato de propolis deve apresentar percentuais de no minimo
0,25% (m/m) para os teores de flavondides e no minimo 0,50% (m/m) para o
teor de fendis.

Os resultados dos ensaios para determinagao dos teores de flavondides
e fendis totais dos extratos etandlicos e aquosos de propolis estdo
apresentados na Tabela 3. Os valores estdo expressos como equivalentes de

quercetina e de acido galico, respectivamente.
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Todos os extratos (etandlicos e aquosos) de prépolis avaliados atendem
ao requisito minimo para o teor de fendis determinado pela legislagédo vigente,
que €& de 0,5%. Os extratos aquosos apresentaram teores de fenol que
variaram de 3,37 a 4,24% e os etandlicos valores de 8,51 a 10,11%. Conforme
podemos observar na Tabela 3, os extratos de préopolis etandlicos
apresentaram em média o dobro do teor de fendis em relagdo aos extratos
aquosos, indicando que o etanol possui um maior potencial de extracao desse
componente. Dentro do grupo dos extratos aquosos, aqueles que foram
submetidos a temperatura de 95 °C (C9AG e VOAG) apresentaram os maiores

valores de fenol (4,24 e 3,90%, respectivamente).

Tabela 3 — Teores de fendis e flavonoides totais.

Fenois totais' (%) Flavonoéides totais” (%)
Amostras
(*min: 0,50% (m/m) (*min: 0,25% (m/m))
Ext. aquoso a 50°C
3,986 0,217
(propolis C)
Ext. etandlico a 50°C
9,660 3,540
(propolis C)
Ext. aquoso a 70°C
3,903 0,216
(propolis C)
Ext. etandlico a 70°C
) 10,110 3,600
(propolis C)
Ext. aquoso a 95°C
4,246 0,266
(propolis C)
Ext.aquoso a 50°C
3,373 0,240
(propolis V)
Ext. etandlico a 50°C
8,510 2,663
(propolis V)
Ext.aquoso a 70°C
) 3,410 0,303
(propolis V)
Ext.etandlico a 70°C
) 8,820 2,920
(propolis V)
Ext.aquoso 95°C
3,903 0,270
(propolis V)

(Ext: Extrato; 'Expressos como equivalentes de acido galico, sobre a prépolis bruta (m/m); “Expressos
como equivalentes de quercetina, sobre a propolis bruta (m/m); *Limite estabelecido pelo
Regulamento Técnico do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para
identidade e qualidade de prépolis (BRASIL, 2001b).
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Quanto ao teor de flavondides, dos dez extratos testados, apenas trés
ndo atenderam ao valor minimo exigido pelo Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (0,25%), apresentando teores de 0,21; 0,21 e 0,24, para
C5AG, C7AG e V5AG, respectivamente. Os demais extratos aquosos (C9AG;
V7AG e VIAG) apresentaram valores acima de 0,25%, assim como os extratos
etandlicos que apresentaram valores de 2,66 a 3,60%. O padrao relacionado a
temperatura referente ao teor de fendis foi 0 mesmo para a determinagao de
flavondides, exceto dentro do grupo de extratos aquosos da amostra V (V5AG;
V7AG e VI9AG), onde a amostra V7AG (submetida a 70°C apresentou o maior
teor de flanoides (0,30%)

Aldemann (2005) realizou um estudo comparativo de varias amostras de
propolis de diferentes regides e coletadas por diferentes populagdes de
abelhas (Apis mellifera e de Meliponineos) quanto ao teor de flavonodides totais
e fendis totais. O teor de flavondides nos extratos etandlicos de quatro
amostras de Apis mellifera foram de 16, 3, 1,5 e 0,1 %. Nos extratos aquosos
os teores de flavondides totais, das mesmas amostras de Apis mellifera, foram
de 0,9, 1,8, 0,3 e 0,04 %. Os extratos etandlicos e aquosos das amostras de
prépolis de Meliponineos apresentaram teores de flavondides menores que
0,02 % m/m em média e ndo atingiram o teor minimo exigido pela legislagéo.
Em relacdo, ao teor de compostos fendlicos nos extratos etandlicos das
amostras de Apis mellifera os teores encontrados foram de 90, 19, 40 e 11 %.
Nos extratos aquosos o teor de compostos fendlicos totais para as amostras de
Apis foram de 26, 36, 22 e 8,6 %. Os extratos etandlicos das amostras de
Meliponineos apresentam teores de compostos fendlicos de 2,0; 0,5; 0,2 e 0,3
% m/m respectivamente. O teor de compostos fendlicos nos extratos aquosos
foi de 4,0; 1,0; 3,7 € 2,4 %.

Ao analisar os teores de fendis das amostras de prépolis de
Meliponineos, este mesmo autor verificou que, ao contrario do obtido para as
amostras de Apis mellifera, os extratos aquosos apresentaram teores de fenois
totais maiores que os extratos etanodlicos. Neste caso, a agua foi o solvente
mais eficiente na extragcdo destes compostos. Apesar disto, a quantidade de
fendis das amostras de Meliponineos é muito pequena quando comparada a
concentracao de fendis nos extratos de propolis de Apis mellifera.

Entretanto, o que se observa na literatura é a alta variabilidade de

resultados, pois diversas metodologias s&o utilizadas para determinar a
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dosagem de classes de substancias encontradas na propolis, como por
exemplo, para fendis totais e flavondides. Assim, os resultados encontrados
sao diferenciados, ndo s6 pela variedade de fatores que atuam sobre a
prépolis, mas também pela metodologia empregada nessa determinagao.

Woisky (1996) determinou o teor de fenadis totais de extratos metandlicos
(extracdo realizada em aparelho Soxhlet) e etandlicos (amostras em alcool
absoluto e amostras em alcool 70 °GL) de propolis coletadas em diferentes
cidades do Estado de Sao Paulo, aplicando o método espectrofotométrico, com
duas metodologias diferentes (método de Folin-Denis e o método de Folin-
ciocalteau). Para as amostras metandlicas encontrou teores de fenol entre
6,93-9,29% (Folin-Denis); 8,78-13,72% (Folin-ciocalteau). Em relagdo, as
amostras etandlicas, os valores encontrados foram bem inferiores. As amostras
em alcool absoluto e alcool 70 °GL apresentaram teores de 0,96-1,08%; 1,21-
1,27% (Folin-Denis); 1,20-1,30%; 1,46-1,67% (Folin-Ciocalteau),
respectivamente. Para a analise de flavondides os valores encontrados foram
0,77-2,69% para os extratos metandlicos. Em relagdo aos extratos alcodlicos
os resultados foram praticamente iguais (independente da concentragdo do
solvente), variando de 0,35-0,39%.

Da Silva et al. (2006) determinaram o teor de fenol e flavondides de
quarenta e nove extratos de propolis brasileira produzidas em diferentes
regides geograficas, empregando a metodologia do Folin-Ciocalteau para
determinacdo do fenol e a metodologia utilizando AICl; para flavonodides. Os
teores encontrados foram 0,41-3,90% e 0,05-0,63%, respectivamente.

Gonzalez et al. (2003) mediram os teores de substancias fendlicas em
propolis de diferentes regides da Argentina por trés métodos colorimétricos
distintos (métodos de Folin-Ciocalteau, azul de Prusia e o-fenantrolina,), e
encontraram para a analise com o reagente Folin-Ciocalteau (acido galico
como referéncia) os maiores valores para fenol, entre 3,25 e 33,49%. Os
autores inferiram que dentre as trés metodologias estudadas a que utiliza o

reagente Folin-Ciocalteu foi a mais estavel e reprodutivel.
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3.4- Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Em todos os extratos avaliados (etandlicos e aquosos) e na amostra C
de proépolis bruta a contagem de fungos filamentosos e leveduras foi baixa (<10
UFC.g" estimado), ja a amostra bruta de prépolis V apresentou uma contagem
média de 4,9 x 10° UFC.g'1, que comparada a literatura existente para produtos
contendo propolis e para mel ndao é expressiva, sendo considerada baixa.
Nesse caso podemos considerar as amostras brutas de propolis e seus
respectivos extratos dentro de padrées microbiologicos aceitaveis.

E necessario tomar cuidados especiais no consumo da prépolis in natura
ou na sua utilizacdo em outros produtos sem um processamento adequado.
Normalmente, condicdes de manuseio incorreto das amostras ou
armazenamento logo apds descongelamento (sem secagem adequada do
material), podem contaminar o produto com varios tipos de microrganismos
como bactérias, fungos e leveduras, que podem causar infecgdes no tubo
digestivo e provocar graves lesdes (MALASPINA e PALMA, 2000; MARCUCCI,
2005).

A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001a; BRASIL, 2001b) ndo exige
realizacéo de analises microbiolégicas nem para prépolis in natura, nem para o
extrato, estabelecendo apenas que sejam seguidas praticas de higiene na
manipulacéo do produto.

Gomes et al. (2007) avaliaram a qualidade microbiolégica de barras de
cereal, cuja a formulagdo era de soja, milho, mel e propolis. O resultado
encontrado nas contagens de fungos filamentosos e leveduras nas amostras
variaram de 5 a 30 UFC.g™".

Da Silva (2007) comparou a qualidade microbiologica de méis
certificados pelo S.I.F e ndo certificados da regido de Vigosa em Minas Gerais
e detectou contagem de 2,9 x 10* UFC.g™" (ndo certificados) e 3,7 x 10° UFC.g"
(certificados).

Grosso e Belenguer (2000) obtiveram o valor médio para contagem de
fungos filamentosos e leveduras de 7,0x10° UFC.g" em amostras de méis

produzidas nas provincias de Boyaca e Tolima na Colémbia

3.5- Caracterizagao sensorial da prépolis bruta
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O resultado obtido (Tabela 4) nesta avaliagado foi unénime para as duas
prépolis e estdo dentro dos padroes de qualidade determinados pelo MAPA.

A propolis C, de acordo com os provadores apresentou melhor qualidade
sensorial, com os atributos cor, aroma e sabor considerado agradaveis, dentro
das exigéncias do consumidor. Ja a amostra de prépolis V apesar de estar
dentro do padrdao determinado para qualidade de propolis bruta, ndo foi um

produto apreciado por estes provadores.

Tabela 4: Caracterizagao sensorial de duas amostras de propolis bruta.

Amostras | Consisténcia Cor Aroma Sabor Granulometria
o . caracteristico suave .
Prépolis C Rigida esverdeado L L heterogénea
balsémico balsdmico
o . caracteristico | fraco/ resinoso/ .
Prépolis V Maleével Marrom ) ] heterogénea
resinoso picante

A propolis C apresentou uma coloragdo mais uniforme e verde, ja a
prépolis V tinha a coloracdo mais escura (mais para o marrom), aparentando
ter uma mistura bem maior de fontes botanicas e presencga de resina do que a
amostra C.

A prépolis verde que é encontrada em grande abundancia na regidao de
Minas Gerais, tem como uma das fontes botanicas principais a Baccharis
dracunculifolia (alecrim do campo) que possui aroma e sabor agradavel e
O habito dos

consumidores para propolis ou extrato de propolis dessa regido esta voltado

balsamico, conferindo essas caracteristicas a proépolis.
para essas caracteristicas da propolis verde, por conta disso houve uma
tendéncia a preferirem e considerarem de melhor qualidade sensorial a propolis
C.

Funari e Ferro (2006) consideram que a caracterizagdo sensorial da
prépolis merece atencgao, pois pode indicar o caminho analitico a se seguir ou
até mesmo permitir deduc¢des prévias de algumas caracteristicas fisico-
quimicas da amostra. Os autores citam que a prépolis esverdeada, tipica de
algumas localidades da regido sudeste do Brasil (a mais bem cotada no
mercado internacional), possui uma relagdo entre a cor e sua composi¢cao
quimica, rica em acidos fendlicos e que a consisténcia a temperatura ambiente

também pode dar indicios da relagdo resina/cera na prépolis. Assim,
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apresentando-se rigida, pode indicar um elevado teor de resinas, o que é
desejavel, pois as atividades bioldgicas constatadas para a propolis vém sendo
atribuidas a substancias contidas nesta fracdo, se a mesma for maleavel, pode
indicar um elevado teor de cera. Por sua vez, aroma e sabor indicam se a
amostra € nova ou se foi produzida pelas abelhas ha muito tempo, o que
tornaria estas caracteristicas menos acentuadas. Finalmente, uma amostra em
pedacos maiores, além de permitir a completa execucédo da analise sensorial,
torna mais facil a visualizagao de materiais estranhos, como terra e areia, que
poderiam ser incorporados a propolis em pdé para "aumentar sua massa",
caracterizando uma adulteragao.

Chaillou et al. (2004) avaliaram amostras de prépolis argentinas quanto
a cor, aroma, sabor, consisténcia e aspecto. As avaliagdes foram realizadas
por 10 provadores semitreinados e determinaram que em 100% das amostras
a estrutura foi considerada homogénea, em que 45% apresentaram um
aspecto irregular com brilho e 30% irregulares com pouco brilho e o restante
irregular opaco. Nos ensaios de consisténcia determinaram que 45% das
amostras eram pouco macias, 40% duras e 15% macias. Em relagéo a cor,
65% foram consideradas marrom escuro, 20% marrom claro com tons
amarelados, 10% marrom com tons castanhos e 5% marrom claro com tons
castanhos. O aroma de 75% foi resinoso e o sabor da totalidade de propolis
analisadas foi picante.

Funari e Ferro (2006) avaliaram amostras de prépolis coletadas no
municipio de Cabreuva (SP), que apresentaram aroma resinoso e balsamico,
cor esverdeada, sabor picante acentuado, consisténcia rigida a temperatura
ambiente e pedacos heterogéneos, caracteristicas dentro dos padrdes
estabelecidos na legislag&o brasileira.

Dentro de um mercado cada vez mais exigente, principalmente o
japonés, onde a propolis brasileira é fortemente requisitada, as caracteristicas
sensoriais (principalmente a cor (green propolis), assim como a incidéncia de

artepillin C est&o entre os aspectos solicitados por esse grupo de compradores.

3.6- Atividade antioxidante

Os extratos apresentaram baixa atividade antioxidante, quando

comparados com o potencial da substancia de controle (quercetina) avaliada

119



isoladamente. No entanto, os extratos etandlicos de prépolis apresentaram
maior atividade antioxidante em relagéo aos extratos aquosos (Tabela 5).

Entre os extratos avaliados, os que apresentaram maior atividade foram
aqueles com maiores teores de flavondides e fendis totais (ver item 5.3),
sugerindo uma grande influéncia destes compostos na atividade anti-radical
livre das amostras. Exceto, para o extrato C5AG (extrato aquoso a 50°C
(propolis C)), que apesar de apresentar valores bem inferiores de fendis e
flavondides em relagcdo aos extratos etandlicos, apresentou um percentual de
inibicdo de 22,35%, sendo este maior do que os extratos C7AL (20,91 %) e
V5AL (22,11%).

Tabela 5: Efeito antioxidante dos extratos etandlicos e aquosos de propolis

Amostras % inibicao*
Quercetina (controle) 92,38
C5AG 22,35
C5AL 23,80
C7AG 17,54
C7AL 20,91
C9AG 16,83
V5AG 15,62
V5AL 22,11
V7AG 15,38
V7AL 23,08
VIAG 17,07

(*valores médios)

A presenca de um determinado composto na prépolis pode determinar
em grande parte o seu potencial antioxidante. Russo et al. (2002) analisaram
extratos etandlicos de prépolis com e sem a presenga de éster fenetilico do
acido cafeico (CAPE). Trata-se de um composto identificado como um dos
mais ativos biologicamente, com propriedades antitumorais. Os extratos de
propolis com CAPE mostraram um potencial de inibicdo maior do que os

extratos sem CAPE. CAPE estudado isoladamente apresentou uma atividade
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antioxidante maior do que a galangina, tais resultados sugerem que a
importancia significativa deste composto na atividade antioxidante da propolis.

Alguns autores desenvolveram ensaios determinando que extratos
aquosos tém uma capacidade antioxidante igual e até maior do que extratos
etandlicos.

Banskota et al. (2000) determinaram a atividade antioxidante de extratos
metandlicos e aquosos de propolis do Brasil, Holanda, Peru e China. Neste
ensaio, os extratos aquosos das propolis do Brasil e China foram mais efetivos
que os metandlicos na capacidade antiradicais livres e os extratos metandlicos
das propolis da Holanda e Peru foram mais efetivos do que os aquosos.

Kumazawa et al. (2004) avaliaram a atividade antioxidante de extratos
etandlicos de propolis de varias regides do mundo (Argentina, Australia, Brasil,
Bulgaria, Chile, China (Hebei, Hubei, and Zhejiang), Hungria, Nova Zelandia,
Africa do Sul, Tailandia, Ucrania, Uruguai, Estados Unidos e Usbequistdo). Os
extratos etandlicos da Australia, China, Hungria e Nova Zelandia apresentaram
uma forte atividade antioxidante (60%) e esse resultado foi atribuido as altas
concentracbes de flavondides e fendis desses extratos. A atividade
antioxidante da propolis brasileira foi bem inferior quando comparada a chinesa
e as amostras européias. Os autores atribuem essa baixa atividade ao solvente
utilizado (etanol), pois compostos como propol, isolado de extrato aquoso de
propolis brasileira apresentou ser mais potente do que antioxidantes como a
vitamina C e vitamina E.

Teixeira et al. (2003) determinaram a atividade antioxidante de extratos
metandlicos de propolis provenientes de trés localidades de Minas Gerais
(Itapecerica (It), Paula Céandido (PC) e Virginépolis (V)). Os extratos
metandlicos de Itapecerica e Paula Candido (47,65 e 50,75%, respectivamente)
tiveram pronunciada atividade, diferentemente da amostra de Virgindpolis (0%)
que nao apresentou atividade antioxidante. A substancia utilizada como
controle positivo foi o BHT que apresentou 63,86% de atividade antioxidante. O
teor de fendis das amostras It e PC foram de 20,5 e 21,88%, respectivamente,
enquanto a amostra de V continha apenas 1,5%. Sugeriu-se que a eficiéncia
apresentada pelos extratos de Itapecerica e de Paula Candido na redugao do
radical DPPH estaria ligada a significativa presenca desses compostos. Os

autores estabeleceram um paralelo entre as atividades dos extratos testados e
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a atividade do BHT, observando que It e PC apresentaram 74,4 e 79,47% da
atividade do BHT, respectivamente.

Aldemann (2005) avaliou a atividade antioxidante de extratos de prépolis
provenientes de abelhas Apis mellifera e de Meliponineos. As amostras de
prépolis coletadas por Meliponineos apresentaram uma atividade antioxidante
muito reduzida quando comparadas com a das amostras de Apis mellifera e ao
analisar a atividade antioxidante destas amostras em uma concentracio
cinquenta vezes maior que as amostras de Apis mellifera observou-se um
aumento na agao anti-radical livres de apenas duas amostras.

Os extratos etanodlicos das amostras PP4 (Unido da Vitéria-Parana), C-RJ
(Cantagalo-Rio de Janeiro), PP2 (Unido da Vitéria-Parana), e PS (Palmas-
Parana) de Apis mellifera apresentaram capacidade antioxidante em média de
87, 45, 88 e 23%, respectivamente. Como o teor de flavondides da amostra PS
foi praticamente nulo, o teor de fendis pode ter sido o responsavel pela

reduzida atividade nesta ultima amostra.

4-CONSIDERAGOES FINAIS

A propolis bruta C e V e seus respectivos extratos alcodlicos e aquosos
estavam de acordo com os padrbes de qualidade exigidos pela legislacéo
brasileira vigente.

O solvente utilizado no processo de extragdo € um fator de grande
importancia que afeta algumas caracteristicas do produto final. Os extratos
etandlicos apresentaram maior atividade antioxidante.

A prépolis tem um grande potencial de atividade antioxidante, mas sua
capacidade esta diretamente relacionada a sua composi¢do quimica, ou seja,
os teores de fenodis e de flavondides atuam nessa propriedade biolégica da
propolis. Os extratos que apresentaram os valores de fendis e flavondides

maiores apresentaram maior atividade antioxidante.
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