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RESUMO

A prépolis é um produto das abelhas Apis mellifera obtido a partir de resinas de plantas e cera
e que possui propriedades terapéuticas. O poder bactericida, bacteriostatico, antifingico e a
presenca de antioxidantes, tem despertado o interesse da comunidade cientifica em todo
mundo. Neste contexto, visando ampliar os conhecimentos da propolis apicola, objetivou-se
neste trabalho caracterizar e avaliar a qualidade da prdpolis produzida por abelhas
africanizadas Apis melifera L. na regido Noroeste do Estado do Ceara, Brasil. As prépolis
foram coletadas por raspagem das tampas das colmeias em 15 localidades, acondicionadas
individualmente em vasilhames pléasticos, identificadas e armazenadas sob a refrigeracdo até o
momento da caracterizacdo analitica. Experimentalmente, foram avaliadas as caracteristicas
organolépticas, fisico-quimicas, os teores de flavonoides e fenois totais e as atividades
antioxidante e antibacteriana das propolis coletadas. As caracteristicas sensoriais de coloragéo
variaram de verde a pardo, o aroma foi tipicamente balsdmico, o sabor de forte picante a
suave balsamico, e a consisténcia de maleavel a rigida. Para as amostras em estudo, as perdas
por dessecacdo variaram entre 2,1 e 11,4 %; o teor de ceras entre 1,7 e 26,6 %; a massa
mecanica entre 23,6 e 45,5 % e o teor de soliveis em etanol entre 14,2 e 58,2%. Do ponto de
vista da bioatividade todas as amostras apresentaram-se sollveis em acetado de chumbo e
hidroxido de sodio em extratos nos quais o pH encontrava-se entre 4,01 a 5,55; os indices de
oxidacdo variaram entre 2 e 48 segundos e o teor de atividade antioxidante (ABTYS)
apresentaram entre 8,61 a 84,9 mg de trolox/g. Os compostos fenodlicos apresentaram maiores
valores para amostras do Morro do Barriga com concentracdes entre 9,64 e 17,1 % de
equivalentes de acido galico. Os flavonoides apresentaram as maiores variabilidade com
concentracdes entre 0,08 e 31,1 mg quercetina/g. Avaliacdes da atividade antibacteriana
mostraram acdo inibitoria frente a cepa de Staphylococcus aureaus para as propolis das
localidades de Caldeirdo, Carqueijo, Floresta, Morro do Barriga I, Morro do Barriga 11, Morro
do Barriga 11, Tuina e Timbira. Frente a Escherichia coli somente as provenientes do Morro
do Barriga mostraram-se eficientes. Em geral, 53,33% dos resultados da qualidade das
propolis sdo considerados satisfatorios para todos os padrdes preconizados pela legislacéo
brasileira vigente, bem como para a quantidade de antioxidantes e atividade antimicrobiana.
Estes resultados podem ser considerados promissores para possiveis usos das propolis da
regido Noroeste do Estado do Ceara como aditivos na industria alimenticia.

Palavras-chave: Propolis. Apis mellifera L. Flavonoides. Antioxidantes. Atividade

antimicrobiana.



ABSTRACT

Propolis is a product of bees obtained from plants and wax resins and it has therapeutic
properties. The bactericidal, bacteriostatic, antifungal powers and the presence of antioxidants
have aroused the international interest, including the scientific community. In this context,
aiming to expand the knowledge of bee propolis, the objective of this study was to
characterize and evaluate the quality of propolis produced by africanized bees Apis mellifera
L. in the northwest of the State of Ceara, Brazil. The propolis were collected by scraping the
lids of the hives in 15 locations, individually packed in plastic containers, identified and
stored under refrigeration until the moment of analytical characterization. Experimentally, it
was evaluated the organoleptic and physico-chemical characteristics, the contents of total
flavonoids and phenols and antioxidant and antibacterial activities from the collected propolis.
Sensory staining characteristics ranged from green to brown, the aroma was typically
balsamic, the taste from strong spicy to soft balsamic, and the consistency from soft to hard.
For the samples studied, the loss on drying ranged between 2.1 and 11.4%, the wax content
between 1.7 and 26.6%, the mechanical mass from 23.6 to 45.5% and ethanol soluble content
from 14.2 to 58.2%. From the point of view of bioactivity, all samples were soluble in lead
acetat and sodium hydroxide in extracts with pH was from 4.01 to 5.55, the oxidation rates
were found between 2 and 48 seconds and the antioxidant activity (ABTS) ranged between
11.2 to 84.9 mg of trolox/g. Phenolic compounds showed higher values for samples from
Morros do Barriga with ith concentrations between 9.64 and 17.1% of galic acid equivalent.
Flavonoids showed the highest variability with concentrations between 0.08 and 31.1 mg
quercetin/g. Assessments of antibacterial activity showed inhibitory action against strain of
Staphylococcus aureaus for propolis from Caldeirdo, Carqueijo, Floresta, Morro do Barriga I,
Morro do Barriga Il, Morro do Barriga Il1, Tuina and Timbira. Escherichia coli were effective
only against those from Morro do Barriga. In general, 53.37% of the quality of propolis
results can be considered satisfactory for the amount of antioxidants and antimicrobial
activity. These results can be considered promising for possible uses of propolis the northwest
region of the state of Ceara as additives in the food industry.

Key-words: Propolis. Apis mellifera L. Flavonoids. Antioxidants. Antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

O uso da prdpolis tem sido cada vez maior pela humanidade, sendo o mais
comum, o de imitar as proprias abelhas utilizando este material resinoso para apropria-se de
suas propriedades antimicrobianas (LIMA, 2006; OLDONI et al., 2011; VARGAS-
SANCHEZ et al., 2013). A prépolis por ser um antibiético natural, tem ajudado pessoas a
proporcionar um bem-estar fisico e mental, vivendo com saide e aumentando a qualidade de
vida através da diminuicdo e prevencdo de doencas.

A preocupacdo no estilo de vida tem despertado interesse por parte dos
consumidores, industrias e pesquisadores para a descoberta de um insumo natural que possa
ajudar a populacdo a alcancar esse tdo almejado padrdo saudavel de vida. Albuquerque,
Romeiro e Figueiredo (2013) relatam que empresas mobilizam-se em acompanhar a demanda
por alimentos saudaveis, e muitas buscam na propolis uma fonte potencial para auxiliar a
manutencdo da salde das pessoas.

N&o se sabe ao certo como a propolis passou a ser usada pelos seres humanos,
mas tém-se indicios do seu uso desde a antiguidade, em funcdo de suas muitas propriedades
biologicas, dentre elas: a antibacteriana, a antiviral, a fungicida e a antitumoral. Embora seja
de forma empirica, a propolis é empregada ha milhares de anos pela humanidade como um
remédio tradicional popular. No antigo Egito, era utilizada como um dos componentes na
mumificacdo, técnica esta estudada, aperfeicoada e praticada ao se observar o poder de
conservacdo das propolis (PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002; OLDONI et al.,
2011).

A prépolis por sua composicdo quimica complexa, a qual sempre varia de acordo
com sua prodecéncia, possui componentes especificos ainda desconhecidos, capazes de conter
beneficios a satde do ser humano, com ampla aplicacédo nas areas da medicina, farmacéutica e
também na alimenticia.

As propriedades bioativas das prépolis brasileiras ja sdo confirmadas e varios
relatos comprovam mais de trezentas substancias identificadas como bioativas, incluindo:
ésteres de acidos fendlicos, flavonoides (flavonas, flavononas, flavonois, dihidroflavonois,
chalconas), terpenos, R-esteroides, alcoois e aldeidos aromaticos, sesquiterpenos, naftalenos,
etc. No entanto, ndo se pode atribuir esses constituintes somente a uma variedade de prépolis,
pois existem varios tipos e sua composicdo quimica ndo é fixa, sendo determinada

diretamente e principalmente, pelas caracteristicas fitogeogréaficas ao redor da colmeia, pelo
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método de extracdo utilizado e pela idade das prépolis (MARCUCCI et al., 2001;
BANKOVA, 2005; AHN et al., 2007).

As propolis podem apresentar propriedades antioxidantes, antimicrobianas e
antifugicas, todas ja comprovadas em pesquisas cientificas demonstrando o efeito dos extratos
de prépolis sobre determinadas bactérias e fungos, dentre estes, estdo: os patdgenos de
interesse alimenticio, além da capacidade de prevenir ou retardar reagdes de oxidacdo (PARK
et al., 2002; VARGAS-SANCHEZ; TORRESCANO-URRUTIA; SANCHEZ-ESCALANTE,
2013).

Propolis de regibes tropicais, em particular, as produzidas em nosso pais, sdo
objetos de muitos estudos cientificos devido as suas elevadas atividades bioldgicas e em
virtude de possuir uma flora exuberante e variada, além de extensas areas com grande
potencial apicola longe de fontes poluidoras ambientais, no Brasil ha locais propicios para
criacdo de abelhas que possam produzir prépolis e mel de igualdades desejadas (LIMA, M.,
2006). Entre estes locais, pode-se citar a regido Noroeste cearense, onde habitam centenas de
apicultores, em sua maioria, informais que exploram apenas o mel. No entanto, os estudos dos
compostos quimicos e biologicos dessas propolis ainda ndo foram drealizados.

A procura por produtos naturais em substituicdo aos sintéticos tradicionais ou
medicamentosos tem aumentado constantemente, despertando o interesse da industria
alimenticia na producdo de alimentos saudaveis para o bem-estar dos seres humanos através
da manutencdo de suas propriedades nutricionais e microbioldgicas. A alternativa para
alcancar estes interesses, envolve a busca por novas fontes naturais de aditivos alimentares e
conservantes naturais em substituicdo ao uso de compostos sintéticos.

Assim, nesta pesquisa, pretende-se caracterizar do ponto de vista fisico-quimico,
da bioatividade e da atividade antimicrobiana, a propolis produzida por abelhas africanizadas
Apis mellifera L. no Noroeste do Estado do Ceard, avaliando a possibilidade da mesma ser,

futuramente, utilizada em aplicacdes industriais pelo setor alimenticios.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar do ponto de vista fisico-quimico, do potencial bioativo e da atividade
antimicrobiana as propolis de Apis mellifera L. encontradas na regido Noroeste do Estado do
Ceard, Brasil.

2.2. Objetivos especificos

o Estabelecer o quantitativo dos componentes fisico-quimicos (umidade, cera, cinzas,
massa mecanica e soluveis em etanol) da propolis de Apis mellifera L. obtida no Noroeste
cearense.

o Realizar estudo quimico (pH, solubilidade em acetato de chumbo e solubilidade em
hidroxido de sodio) e espectroscopico dos extratos etanolicos das propolis obtidas.

o Avaliar a atividade antioxidante das propolis investigadas quanto aos teores de fenois
e flavonoides presentes na sua composi¢cdo quimica.

o Avaliar a atividade antibacteriana das prépolis em estudo frente aos microorganismos
Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

o Estabelecer um padréo de qualidade para as prépolis produzidas na area em estudo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Panorama da apicultura

O Brasil é um pais que apresenta caracteristicas especiais e adequadas de flora e
clima, que aliado a presenca de abelhas africanizadas, lhe confere um grande potencial para a
atividade apicola (EMBRAPA, 2003; LIMA, A., 2012). No Nordeste brasileiro, essa atividade
representa uma alternativa de ocupacdo e renda por estar inserida na agricultura familiar,
atualmente, ndo s6 para 0 homem do campo, mas para aqueles que veem nessa area uma
oportunidade de facil manutencdo e de baixo custo inicial em relacdo as demais atividades
agropecuarias (SILVA et al., 2011).

Para Moreira (1996), a arte de criar abelhas Apis mellifera L. com o objetivo de
beneficar ao homem com produtos apicolas como o mel, cera, geléia real, propolis, polen
apicola e veneno, além de contribuir com a agricultura, fruticultura, com a polinizacdo e mata
silvestre, é definida como apicultura, a qual atende aos aspectos da sustentabilidade no sentido
social, econdmico e ambiental (SOUSA et al., 2012)

A apicultra, em sua maiora, esta voltada para a producdo de mel, ndo s6 no Estado
do Ceara, como igualmente em todo o Nordeste do Brasil. De acordo com o IBGE (2012),
existem cerca de 5.000 pequenos apicultores que possuem um total de 300.000 colmeias,
disseminados em 143 municipios. Atualmente, 70% destes encontram-se associados nas mais
de 70 associacbes de apicultores presentes no Ceara. Apesar deste panorama de
desenvolvimento, percebe-se uma caréncia em novos conhecimentos para diversificacdo da
producdo pela exploracdo de outros produtos das abelhas além do mel, como a prépolis
(LIMA, A,, 2012).

No Brasil, a atividade do sistema apicola cresceu 10 vezes nos ultimos 40 anos
para producdo de mel, situando-se em terceiro lugar no ranking mundial, em termos de
producdo. O Estado do Ceara faz parte dos nove estados brasileiros que mais produziram e
exportaram este alimento. O semiarido apresenta excelentes condicbes a exploracao apicola,
pelo clima favoravel e pela riqueza nectarifera de sua vegetacdo, com destaque para o cajueiro
e a algarobeira que sdo plantas altamente meliferas. Além disso, conta com o bioma caatinga
que possui uma flora rica em plantas medicinais (BOLETIM DO AGRONEGOCIO DO
SEBRAE, 2013; IBGE, 2012).



18

Dentre as regibes brasileiras com alto potencial apicola, a regido Nordeste, em
particular os Estados do Piaui e do Ceard, destacam-se por possuirem floradas caracteristicas
das espécies vegetais do bioma caatinga que sdo bastante apreciadas pelas abelhas, embora
em certas épocas do ano, estejam vulneraveis a situacfes de estiagem prolongada que
diminuem a produtividade (BARBOSA; SOUSA, 2013).

Um estudo feito pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012),
mostrou que mesmo apresentando condi¢Bes climaticas adversas, o Cearad se destaca com o
maior valor da producéo de mel de abelha, estimado em 1.834,826 kg. A regido Noroeste do
Estado do Ceara contribuiu no ano de 2013 com 90.082 kg de mel e é bastante favoravel ao
bom desempenho da apicultura, por possuir uma vantagem de estar em uma area de registro
de pouca utilizacdo de agrotoxicos e pela existéncia de mata nativa, favorecendo produtos de
qualidade (BARBOSA; SOUSA, 2013).

3.2. Propolis apicola

As abelhas possuem a habilidade de extrair substancias resinosas de varias plantas
que estejam ao redor da colmeia para auxiliar na sua sobrevivéncia. Essas substancias contém
propriedades de elevado poder biologico para as atividades antimicrobiana e antioxidante. A
propolis € um dos produtos apicolas elaborado de forma natural (Figura 1) pelas abelhas Apis
mellifera L., a espécie de abelha mais explorada economicamente no Brasil (ANDRADE et
al., 2012).

A propolis € definida como o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e
balsdmicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas (BRASIL, 2001).
Esses constituintes sdo biotransformados pela adicdo de cera e pela acdo da enzima 1,3-
glicosidase produzida nas glandulas salivares das abelhas para elaboracdo final do produto
(GHISALBERTI, 1979).

Miguel e Antunes (2011) definem propolis (CAS number 9009-62-5) como cola
da abelha, uma mistura heterogénea de muitas substancias recolhidos e transformados para
selar buracos na colmeia e nos favos de mel, além de suavizar as paredes internas e proteger a
entrada de intrusos. Etimologicamente, a palavra propolis € de origem grega, da juncéo de pro
- (em defesa de) e da palavra polis - (cidade ou comunidade) (SALATINO et al., 2005). A
propolis possui a caracteristica de ser um material lipofilico macio, maleavel e pegajoso no
estado quente, mas quando submetido ao frio fica duro e quebradigo e de facil manipulacédo
(GHISALBERTI, 1979; GONCALVES; SANTOS; SREBERNICH, 2011).
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Figura 1 - Demonstracdo da elaboragdo da prdpolis pelas abelhas africanizadas Apis mellifera

L.e seu processo de produgéo na apicultura.

Fonte: adaptado de http://www.mnpropolis.com.br/produtos_propolis.asp (2015).

A propolis, como subproduto das abelhas, possui a capacidade de proporcionar
isolamento de umidade nas partes internas da colmeia a fim de manter a temperatura interna
em torno de 35° C, vedar frestas na colmeia, madeiras e favos, proteger a colmeia contra
proliferacdo de microorganismos e proteger a colmeia da entrada de luz, além de embalsamar
animais (Figura 2) no interior da colmeia para garantir a assepsia prevenindo a decomposi¢éo
dos organismos mortos. (MARCUCCI et al., 2001; MENEZES, 2005; SALANTINO et al.,
2005; AHN et al., 2007; LIMA et al., 2009).


http://www.mnpropolis.com.br/produtos_propolis.asp
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Figura 2 — Tracas (Galleria melonela) embalsamadas com prépolis na parede interna da

colmeia.

Fonte: Autor (2015).

Segundo Oldoni et al., (2011) estudos recentes sobre os efeitos terapéuticos da
prépolis, demonstraram o aumento de sua popularidade como um suplemento alimentar
saudavel e que a mesma tem sido aplicada em varios tipos de alimentos e bebidas em diversas
partes do mundo, com a alegacdo da melhoraria da saude e prevencdo de doencas, inclusive
do céncer.

Por ser um produto com concentragédo de flavonoide dez vezes maior que qualquer
outro vegetal, a prépolis desperta interesse no mundo internacional e, em especial, na
comunidade cientifica, principalmente quanto ao conhecimento da acdo dos compostos
fendlicos contra perigosos invasores ao corpo humano (JORNAL DA UNICAMP, 2003).

Os maiores produtores mundiais de propolis sdo China, Brasil, Austrélia,
Bulgaria, Alemanha, Franca e Russia, sendo os maiores importadores a Unido Europeia, 0o
Japdo e os EUA (LA PROPOLLIS, 2009). A propolis deixou de ser descartada e passou a ser 0
principal produto das colmeias em algumas regibes produtoras, chegando muitas vezes a
superar o mel. O interesse pela prépolis no Brasil aconteceu na década de 80 quando
pesquisas descobriram as propriedades terapéuticas e atividades biologicas da mesma (LIMA,
M., 2006).

A diversidade da flora e suas caracteristicas climaticas e geograficas favorecem a
qualidade na producdo e existéncia de diferentes variedades de propolis, o que leva cada
regido a possuir um produto diferenciado. Atualmente, existem 13 tipos catalogados de
propolis descritos na literatura (BOLETIM AGRONEGOCIO DO SEBRAE, 2013). Elas sio
diferenciadas pela cor, odor e consisténcia e suas propriedades bioldgicas estdo associadas a

planta de origem e a espécie de abelha produtora.
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Segundo Belmiro, Oki e Fernandes (2011), no Brasil podem ser encontradas
prépolis nas cores verde, vermelha, marrom, preta e amarela. A propolis verde, também
conhecida como propolis brasileira, tem um alto valor agregado. Em 2009, seu preco médio
era mais de 20 vezes maior do que o do mel (IBGE, 2012).

No mercado existe um espaco amplo para o fortalecimento de marcas de prépolis
independentemente do tipo, no Brasil ndo h4 uma empresa possuidora de uma marca forte,
pois o produto ndo é mais comercializado como medicamento, mas como forma de prevengéo
capaz de fornecer uma vida mais saudavel (BOLETIM AGROPECUARIO DO SEBRAE,
2013). No entanto, ha no pais empresas em condicdes de avaliar adequadamente a prépolis no
momento da compra, levando em consideracdo a sua composicdo, mas ha também quem
encontre no mercado de prépolis a valorizacdo apenas do aspecto visual, sobressaindo alguns
tipos como a propolis esverdeada (BREYER, 2000). Apesar de estudos revelarem que as
propolis vermelhas sdo mais ativas biologicamente do que os outros tipos de propolis (verde,
marrom, amarela), a opcdo por determinada cor de propolis ndo desfavorece as outras, 0 que

as diferencia de fato sera sua avaliag@o “holistica”, ndo somente visual.

3.3. Aimportancia da flora apicola na elaboracéo da proépolis

Durante muitos anos 0 homem vem aprendendo com a natureza, mesmo assim ela
ainda continua um mistério, todos os dias sempre ha algo a ser revelado. As abelhas buscam
seu ganho energético nas plantas, sendo que a flora apicola € um dos principais indicativos
para o0 sucesso da atividade apicola e qualidade dos subprodutos das abelhas em qualquer
regido (SOUSA et al., 2012).

A espécie de abelha mais explorada com finalidade econdmica no Brasil é a Apis
mellifera L. (SOUSA et al., 2011), e o0 sucesso da poliniza¢do cruzada, aumentam o vigor das
espécies, possibilitando novas combinacdes de fatores hereditarios e aumentando a producéao
de frutos e sementes (NASCIMENTO, 2011).

O conjunto de plantas que fornecem alimento as abelhas em uma determinada
regido, denomina-se flora apicola, sendo esta constituida por trés extratos vegetais: herbaceo,
arbustivo e arbdreo, destacando-se espécies como o mofumbo (Combretum leprosum),
bamburral (Hyptis suaveolens), marmeleiro (Croton sonderianus), sabia (Mimosa
caesalpiniifolia), jurema-preta (Mimosa tenuiflora), vassorinha-de-botdo (Spermacoce
verticilata), juazeiro (Zizyphus joazeiro), mandacaru (Cereus jamacaru), pau-branco

(Auxemma oncocalix), mulungu (Erythrina velutina), oiticica (Licania rigida), juca
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(Caesalpinia ferrea), pereiro (Aspidosperma pyrifolium), imburana (Bursera leptophlocos),
angico-de-bezerro (Piptadenia moniliformis), catingueira (Caesalpina pyramidalis), aroeira
(Astronium urundeuva) e o cajueiro (Anacardium occidentales) (PEREIRA; SEIXAS;
AQUINO NETO, 2004). A Figura 3 ilustra a paisagem de um apiario caracterizada pela

vegetacdo de grande porte (estrato arbdreo), como por exemplo, o cajueiro.

Fonte: Autor (2015).

Benevides e Carvalho (2009) ressaltam que, o florescimento, 0s recursos
oferecidos para as abelhas e a importancia apicola das espécies dependem das condicbes
climaticas, fertilidade do solo, adensamento e a presenca de flora competidora.

A vegetacao ao redor das colmeias influencia na composicdo da prépolis, que por
sua vez é produzida a partir de resinas coletadas por abelhas da espécie A. mellifera L. por
meio de diferentes partes de plantas como brotos, botdes florais e exsudados resinosos
(GHISALBERTI, 1979). O espectro de voo de uma abelha (A. melifera L.) abrange um raio
em torno de 4-5 km ao redor da colmeia. Néo se sabe ao certo o que direciona a preferéncia
de uma abelha por determinada planta (MENEZES, 2005) talvez, a escolha esteja direcionada
a atividade antimicrobiana da resina, uma vez que as abelhas precisam utilizar a prépolis
como um antisséptico (SFORCIN et al., 2012). Outra hipétese de seletividade seria o fato das
mesmas serem atraidas para as flores por fatores fisioldgicos estimulantes, mecanicos-
estruturais, tréficos e bioldgicos, que sdo peculiares a cada tipo de planta (NASCIMENTO,
2011).

O prof. Dr. Park, em reportagem ao Jornal da Unicamp em 2003, explica que 0s

vegetais, no estdgio broto, sdo susceptiveis a microorganismos e insetos e, como forma de
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protecdo, produzem, enzimas as quais tém funcdo semelhante aos anticorpos presentes nos
seres humanos.

No caso de alguma leséo na planta, a mesma libera uma resina com a intengéo de
evitar a perda de seiva e prevenir a infeccio da ferida. E nesse momento que as abelhas se
aproveitam do metabolismo secundario desses vegetais para capturar a resina (Figura 4) de
caules, folhas, etc. Apos a coleta, as abelhas adicionam enzimas salivares misturada com cera
e outros materiais recolhidos durante a coleta para compor o processo de producdo da prépolis
(FEDERAC;AO NACIONAL DOS APICULTORES DE PORTUGAL, 2010).

Bastos et al., (2011), explica a interacdo das abelhas Apis mellifera e a planta
Baccharis dracunculifolia (popularmente conhecida como vassourinha, alecrim do campo ou
de alecrim vassoura que ocorre com mais frequéncia do Sudeste para o sul do Brasil), no
fornecimento de resina da espécie para a producao de propolis verde, sendo esta relacionada a
oferta abundante de resina pela planta Baccharis dracunculifolia, parasitadas por essas
“galhas” de insetos fitéfagos, as quais induzem a producdo de exsudado nas plantas como
forma de defesa, no entanto, esse fato atrai as abelhas Apis mellifera para coletar a resina e,

consequentemente, favorecer a producao de propolis verde.

Figura 4 — Abelha operaria da espécie Apis mellifera L. coletando resina em folhas de alecrim

do campo (Bracharis dracunculifolia).

Fonte: adaptado de http://www.mnpropolis.com.br/produtos_propolis.asp (2015).

3.4. Composicdo quimica da propolis

De acordo com a Instrucdo Normativa n°® 03/2001 do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), a propolis € composta basicamente de resinas, produtos

balsamicos, cera, 6leos essenciais, pdlen e microelementos. A prépolis deve possuir aroma
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caracteristico de balsamo e resina, cor variando entre amarelada, parda, esverdeada e marrom,
sabor caracteristico alternando de suave balsdmico a forte e picante e consisténcia a
temperatura ambiente entre maleével a rigida.

Todas as caracteristicas e qualidade da prépolis coletada podem ser alteradas
dependendo do ecossistema da regido, da variabilidade genética das abelhas rainhas, além do
género e espécie das proprias abelhas que a produz. Estas variaveis poderdo conduzir as
preferéncias por resinas de diferentes plantas. A composicdo é bem complexa, podendo ser
encontrada em uma mesma regido, prépolis com constituicbes quimicas diferentes, devido
principalmente, a variedade de plantas em um mesmo espaco. Contudo, em geral, as prépolis
sdo basicamente constituidas de 50% de resinas, 30 a 40% de ceras, 10% de 6leos essenciais,
5% de grdos de pllen e 5% de outros compostos organicos. As ceras sdo secretadas
juntamente com outras secre¢des glandulares, ja 0os demais constituintes sdo obtidos a partir
das plantas (MARCUCCI, 1995; PARK et al., 1998; LIMA, M., 2006; LUSTOSA et al.,
2008; WAGH, 2013).

Em algumas amostras, ja foram encontrados elementos como prata, césio,
mercurio, aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés, e pequenas quantidades de
vitaminas B1, B2 e B6 (MARCUCCI, 1995).

Tecnicamente, quanto maior a fracdo de resinas, maior serd a qualidade da
propolis com relagdo as suas propriedades terapéuticas. Assim, mais de 300 constituintes ja
foram identificados e caracterizados em diferentes amostras de prépolis, dentre eles:
flavonoides, acidos aromaticos, acidos graxos, fenois e aminoacidos. Somente uma amostra
pode conter mais de 100 compostos, destacando-se os acidos fenolicos, ésteres e flavanoides
(flavonas, flavanonas, flavondis, diidroflavondis, chalconas), terpenos, B-esteroides, aldeidos
aromaticos, alcoois, sesquiterpenos, naftaleno e derivados de estilbeno. Os flavonoides sao
considerados como 0s principais compostos responsaveis pelos efeitos bioativos da propolis,
exercendo funcao antimicrobiana e antioxidante (LIMA, M., 2006).

Park, lkegaki e Alencar (2000), ap6s analisarem 500 amostras de prépolis in
natura em todo o Brasil avaliando a morfologia, coloracdo, caracteristicas sensoriais e
caracteristicas fisico-quimicas, classificaram-nas em 12 grupos (Tabela 1). Os mesmos
autores sugerem a necessidade de realizacdo de um controle mais rigoroso com relacdo a
qualidade das propolis comercializadas no Brasil, visto que a grande diversidade do bioma

podem alterar as caracterizagdes.
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Tabela 1 - Classificagdo das prépolis brasileiras conforme sua localizacdo e caracteristica

fisico-quimica.

EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS

Grupo Cor Substancias Origem
Solaveis (%)
Grupo 1 (RS) Amarelo 63,0 Regido Sul
Grupo 2 (RS) Castanho claro 57,5 Regido Sul
Grupo 3 (PR) Castanho escuro 65,0 Regido Sul
Grupo 4 (PR) Castanho claro 54,5 Regido Sul
Grupo 5 (PR) Marrom esverdeado 58,7 Regido Sul
Grupo 6 (BA) Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BA) Marrom esverdeado 43,8 Regido Nordeste
Grupo 8 (PE) Castanho escuro 41,3 Regido Nordeste
Grupo 9 (PE) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE) Amarelo escuro 24,1 Regido Nordeste
Grupo 11 (PI) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Grupo 12 (SP) Verde ou Marrom 61,0 Regido Sudeste
esverdeado

Fonte: Park et al. (2000).

A proépolis brasileira é rica e reconhecida no exterior como de 6tima qualidade
por apresentar uma composi¢cdo quimica incomum quando comparada as amostras do resto do
mundo. Um dos compostos que, isolado e esta presente na prépolis brasileira, é o alcool 10,
11-di-o-acetil desidrodiconiferilico, uma lignana, relatada pela primeira vez existente em
produtos naturais, e que possui um alto poder terapéutico ao metabolismo humano
(BANKOVA, 2005; LIMA, M., 2006).

3.5. Potencial bioativo das propolis

As propriedades bioldgicas das propolis estdo intimamente ligadas a sua
composicdo quimica, principalmente, as quantidades de compostos fendlicos e flavonoides
(flavonas, flavonois e flavononas) componentes importantes que desempenham fungdes

basicas no organismo humano contribuindo para promocdo da salude e aumentando a
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perspectiva de vida, pois ajudam no controle metabdlico e na redugdo de radicais livres, 0s
quais aceleram o envelhecimento e prejudicam a longevidade (SOARES; SAO JOSE, 2013).

Os compostos fendlicos e os flavonoides presentes nas propolis sdo os principais
responsaveis pelas aces antimicrobianas e antioxidantes. Essas atividades biologicas tém
sido relatadas para o extrato etandlico de propolis também como antibacteriano,
antiinflamatdrio, antiviral, antifingico, anestésico, imunoestimulador e antitumoral
(MARCUCCI, 1995; PARK; IKEGAKI; ALENCAR, 2000; BANKOVA, 2005).

Angelo e Jorge (2006) descrevem os compostos fendlicos como produtos do
metabolismo secundario das plantas, essenciais para o0 seu crescimento e reproducdo, sendo
facilmente formados quando submetidos a estresse por infec¢des, ferimentos ou radiagdes UV.

Um dos principais constituintes da propolis, os compostos fendlicos, sdo
considerados antioxidantes naturais que reagem com especies radicalares e sdo consumidos
durante a reacdio (ANGELO; JORGE, 2006). Os compostos fendlicos caracterizam-se pela
presenca de, pelo menos, um grupo hidroxila ligado diretamente a um anel aromatico (Figura
5) com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(MARCUCCI; WOISKY; SALATINO, 1998).

Figura 5 - Estrutura do fenol comum, ou acido fénico, considerado o mais simples dos

compostos fenolicos.

OH

Fonte: Adaptado de Marcucci, Woisky e Salatino (1998).

Os polifenois (Figura 6) compreendem aqueles compostos fenolicos que possuem
multiplos aneis fendlicos em sua estrutura e podem ser divididos em classes de acordo com o

namero de aneis fendlicos e os elementos estruturais que as ligam.
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Figura 6 - Estrutura quimica dos polifenois.
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Fonte: adaptado de Archela e Dall’antonia (2013).

Dentre os cinco mil fenois existentes, destacam-se os &cidos fendlicos, como:
acidos benzdico, caféico, cumarico e ferulico; os flavonoides, como a apigenina, o campferol
e a quercetina, os fenois simples, as cumarinas, os taninos, as ligninas e os tocoferois. Um
destes compostos bem conhecido é a vanilina, composto fendlico de origem vegetal que
confere aroma a baunilha. Particularmente, os flavonoides tem se destacado como um dos
constituintes biologicamente ativos principais contidos nas propolis (CABRAL et al., 2009),
atribuindo as mesmas, a acdo espasmolitica, antinflamatoria e antibacteriana (MARCUCCI;
WOISKY; SALATINO, 1998).

Na Figura 7, observam-se algumas estruturas quimicas dos principais flavonoides
encontrados na prépolis. Marcucci, Woisky e Salatino (1998) reportam o camferol,
quercetina, isorramnetina e galangina; as flavonas apigenina, luteolina, crisina e tectocrisina;
flavanona pinocembrina e diidroflavonol pinobancsina, como os flavonoides mais comuns nas
propolis. Os autores mencionam ainda o acido ferdlico, &cido caféico, acido galico, acido
cumarico como acidos fenolicos. Vargas-Sanchez; Torrescano-Urrutia e Sanchez-Escalante

(2013), citam a rutina, miricetina, quercetina, kaempferol, apigenina, pinocembrina, crisina e
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galangina, como os oitos flavonoides diferenciais que existem nas propolis que podem servir

como parédmetro de qualidade das mesmas.

Figura 7 - Estruturas quimicas dos principais flavonoides encontrados na propolis.
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Os flavonoides sdo classificados de acordo com a presenca ou nao de anel central,

de uma dupla ligacéo no anel e de um grupo hidroxila a ele ligado (Figura 8).

Figura 8 - Estrutura quimica bésica de flavonoides composta por dois aneis aromaticos (A e

B) e um intermediério (C).

Fonte: adaptado de PIETTA (2000).
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O potencial antioxidante de um composto é determinado pela reatividade dele
como um doador de elétrons de hidrogénio, capacidade de deslocar ou estabilizar um elétron
desemparelhado, reatividade com outro antioxidante e reatividade com oxigénio molecular.
(MORAES; COLLA, 2006). Os flavonoides séo facilmente oxidados pelo anel B, o que leva a
abertura do mesmo no nivel do &omo de oxigénio. Essa habilidade de sequestrar radicais
superoxidos é o principal mecanismo da protecdo de flavonoides contra dados celulares
mediados por radicais livres (OLDONI, 2007).

De todas as propriedades que a propolis possui, as atividades antimicrobiana e
antioxidante s&o as mais extensivamente estudadas (BELMIRO; OKI; FERNANDES, 2011).
O campo de acdo da prépolis ao nivel antimicrobiano é amplo, conseguindo inibir o
crescimento de bactérias, bolores e leveduras, mas a sua eficacia depende do microrganismo
em causa, uma vez que estudos recentes evidenciam uma maior eficacia contra bactérias
Gram-positivas do que contra bactérias Gram-negativas (CABRAL et al., 2009).

Oldoni (2007) relata que, a quercetina (Figura 9) apresenta atividade bioativa pela
presenca do grupo catecol no anel B em sua estrutura. Se houver a remocdo do grupo 3-
hidroxil do anel B, reduz-se a capacidade antioxidante no mesmo nivel do canferol (que difere
da quercetina porque tem somente um grupo hidroxil no anel B). O autor destaca a
importancia do catecol no anel B como determinante para a capacidade de sequestro de

radicais.

Figura 9 - Estrutura genérica do flavonol quercetina.

Fonte: adaptado de OLDONI (2007).

A Figura 9 apresenta as caracteristicas importantes na definicdo de potencial
antioxidante classico dos flavonoides, envolvendo a importante presenca do grupo catecol ou
dihidroxil no anel B (destacado em amarelo). Outra caracteristica € a presenca da insaturacao
no anel C (destague em vermelho) e a presenca da funcdo 4-oxo no anel C (destaque em
verde). Estes grupos podem explicar a habilidade dos flavondides em quelar metais de

transicdo como cobre e ferro (destaque em azul).
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Na Tabela 2 estdo apresentadas as principais classes de flavonoides com alguns

exemplos e fontes de onde podem ser encontrados.

Tabela 2 - Principais classes de flavonoides.

CLASSES EXEMPLOS FONTES

Antocianinas Cianidina, delfinidina Frutas e flores

Flavanas (mono, bi e Catequina, epicatequina, Flavanas sdo encontradas em frutas e

triflavanas) luteoforol,  procianidina, chas (verdes ou pretos). Biflavanas
thealfavina sdo encontradas em frutas, lGpulo,

nozes chas e agua de coco.

Flavononas Hesperidina, narigenina Frutas citricas.

Flavonas Apigenina, luteonina, Frutas citricas, mas também em
diomestina,  tangeretina, cereais, frutas, ervas e vegetais.

nobiletina, tricetina

Flavonois Quercitina, rutina, Vegetais e fruta.
miricetina
Isoflavonoides Daidzeinas, genisteina Legumes, principalmente na soja.

Fonte: SILVA (2009).

Umas das possibilidades para quantificacdo de flavonoides € através do complexo
flavonoide-Al (Figura 10) que tem a capacidade de absor¢do em comprimento de onda maior
que o flavonoide. A Tabela 3 apresenta as principais bandas de absorcdo dos compostos

bioativos das prépolis em presenca do cloreto de aluminio.

Figura 10 - Formacao do complexo flavonoide-Al em solugdo metandlica.

LIH . . )

Fonte: adaptado de Marcucci, Woisky e Salatino (1998).
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Tabela 3 - Bandas de absorcao de flavonoides e &cidos fendlicos em solugdo metandlica e em

presenca de cloreto de aluminio (AICI5).

Tipo de flavonoide Bandal (nm) Bandall (hnm) Deslocamento provocado
por complexacdo com
AICl; (nm)

Flavonas 310-350 250-280 +35-55

Flavonois (3-OH 330-360 250-280 +50 - 60

substituido)

Flavonois (sem 3-OH) 350-385 250-280 +35-55

Isoflavonas 310-330 ombro 245-275 +10-14

Isoflavonas (5-desoxi-6,7- 320 pico 275-295 +11-30

dioxigenado)

Flavanonas e 300-330 ombro 230-270 +20-26

diidroflavonois

Chalconas 340-390 230-270 +48 - 64

Auronas 465-560 270-280 +40
+60-70

Fonte: adaptado de Marcucci, Woisky e Salatino (1998).

Métodos variados sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante, a
medida da prevencdo do dano oxidativo a biomoléculas como lipideos e DNA e a degradacéo
de radicais. Dentre estes, destacam-se, 0s que envolvem a oxidagéo acoplada do B-caroteno e
do acido linoleico e outras metodologias simples, mas com alto poder de relevancia
informativa, envolvendo o uso do DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e do radical ABTS®*
(cétion do 2,2 - azino - bis - 3 - etil - benzotiazolina - 6 - acido sulfénico) (SILVA, A., 2009).

O método do radical ABTS®*" é um dos métodos mais utilizados para medir a
atividade antioxidante que pode ser gerado através de uma reacdo quimica, eletroquimica ou
enzimatica (Figura 11) sendo capaz de medir a atividade de compostos de natureza lipolitica e
hidrofilica. Borges et al. (2014) relatam que o radical ABTS®" pode ser determinado em
unidades de concentracdo de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico)
pois 0 ABTS*" sera consumido reagindo com amostras contendo compostos fenolicos, dando

uma estimativa da quantidade de moléculas de radicais consumidas pelo antioxidante.
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Figura 11 - Estabilizacdo do radical ABTS®" por um antioxidante e sua formagdo pelo

perssulfato de potéssio.
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Fonte: adaptado de Rufino et al. (2007).

3.6. Importancia da propolis para industria alimenticia

As industrias alimenticias tem se preocupado em manter os alimentos cada vez
mais naturais e, com isso, estdo diminuindo o uso de aditivos sintéticos em alimentos
industrializados. Os antioxidantes naturais, 0s mais procurados, ja estdo sendo testados
gradativamente para entrar no mercado consumidor (VARGAS-SANCHEZ; TORRESCANO-
URRUTIA; SANCHEZ-ESCALANTE, 2013).

As propolis podem ser utilizadas como conservantes naturais em alimentos
industrializados por possuirem atividades antimicrobianas e antioxidantes, desde que
cumpram 0s requisitos propostos pela legislacdo. Os produtos que as possuirem em sua
composicdo sdo considerados alimentos funcionais por conferirem propriedades benéficas
para a satde humana (ALBUQUERQUE; ROMEIRO; ALBUQUERQUE., 2013).

Tem-se registro que, na déecada de 80, ja havia uso em larga escala de prépolis na
industria de alimentos, diferentemente do que se pensava que a sua utilizacdo era restrita
somente as industrias de farmacias. As préopolis eram usadas em bebidas, como alimento
funcional, suplemento alimentar (conservacdo de alimentos, germicida e insetisida) por conter
flavonoides (LUO et al., 2011).

Observa-se que, com a preocupacao dos comensais em obter melhor qualidade de
vida optando por habitos saudaveis, as industrias brasileiras estdo investindo cada vez mais
em produtos naturais, fator este que tem contribuido para o desenvolvimento de alimentos
funcionais (MORAES; COLLA, 2006). No Brasil, algumas marcas ja industrializam produtos
assemelhando-o0s aos naturais, tais como: cha, chocolates, balas, pastilhas, cosméticos e de
higiene pessoal feito a base de prépolis ou extratos de propolis (COSTA et al., 2013).

Evidéncias cientificas apontam para os beneficios a saude resultantes do consumo

de alimentos contendo compostos fendlicos. O fato desses, poderem agir como antioxidantes
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ou pré-oxidantes, dependendo das condi¢Bes, indica que o seu consumo, na forma de
suplemento alimentar ou mesmo em alguns alimentos, pode ndo ser prudente até existir um
conhecimento mais aprofundado sobre 0os mesmos, ja que ainda ndo sdo bem conhecidas as
relacGes entre a sua bioatividade e as suas propriedades antioxidantes (COMPOSTOS, 2011).

H&, mundialmente, cerca de 240 patentes de produtos derivados de prépolis,
muitas delas associadas a produtos dermatolégicos, odontol6gicos, cosméticos, alimentos e
remédios (ALBUQUERQUE; ROMEIRO; FIGUEIREDO, 2013).

Albuquerque, Romeiro e Figueiredo (2013) descrevem os padrfes para utilizacéo
da prépolis em produtos alimentares. Além de estarem de acordo com a legislacdo elas devem
seguir aos seguintes requisitos:

1) Devem estar na forma de extrato, livre dos componentes que ndo sdo sollveis em agua
ou ndo sejam digeriveis, como as ceras.

2) O extrato ndo poderd apresentar um alto teor alcodlico, como ocorre nos extratos
destinados a industria;

3) N&o podera conter substancias em dosagem que possam ter efeito medicinal,
terapéutico, funcional ou téxico ao consumidor;

4) O extrato da propolis ndo podera conter contaminantes externos, decorrentes de falta
de higiene e de més praticas de fabricacdo como cabelos, sujidades, coliformes fecais
e microrganismos em atividade;

5) O extrato devera ter baixo custo de producdo, para viabilizar a sua exploracdo
econdmica pelas industrias alimentares.

Considerando que a extracdo dos componentes da propolis e sua solubilizagdo sao
melhores em meio alcoolico, e por ter a propolis um sabor e aromas acentuados, 0 uso dos
extratos etandlicos das propolis em produtos alimentares, torna-se limitado. Nori e
colaboradores (2011) afirmam ser um possivel aditivo natural para a inddstria alimenticia as
microcapsulas de prépolis em forma de po, livre de alcool e com boa solubilidade controlada
em alimentos, mantendo os compostos fenolicos, flavonoides, a capacidade antioxidante, bem

como a atividade antibacteriana sobre os Staphylococcus aureus obtidos em seus estudos.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1. Obtencao das amostras de prépolis

As propolis foram coletadas de nucleos apicolas habitados por abelhas meliferas
africanizadas localizados em é&reas rurais na regido Noroeste do Estado do Ceara, mais
precisamente nos municipios de Sobral, Meruoca, Alcantaras, Mucambo, Santana do Acarad,
Graca, Granja e Bela Cruz, perfazendo um total de 15 amostras. O perimetro percorrido foi de
360 quildmetros totalizando uma area de aproximadamente 5.834 km?. As coletas foram
realizadas nos meses de fevereiro, abril, maio e junho de 2015. As coordenadas das areas
rurais visitadas onde estavam localizados os apiéarios foram georreferenciadas a partir de
levantamentos topograficos utilizando um GPS (Global Positioning System) Garmin, modelo
Etrex, conforme a Tabela 4.

Tabela 4 - Locais de coleta das amostras de propolis de Apis mellifera L. nos 8 municipios da

regido Noroeste do Ceara.

Municipio  Vegetacao Distrito Latitude Longitude Més de coleta
Caldeirdo 3°28'13.39"S  40°33'10.08"0  Maio/2015
Alcantaras Mata Sitio Belém | 3°36'21.76"S 40°34'45.66"0  Maio/2015
atlantica Sitio Belém  3°40'3.06"S  40°38'24.00"0  Maio/2015
I
Bela Cruz Mata Aguiar 3°2'6.06"S 40°12'36.90"0  Abril/2015
atlantica Timbira 3°28.64"S  40°11'49.92"0  Abril/2015
Granja Ma}ta' Granja 3°7'17.41"S 40°48'17.16"0  Maio/2015
atlantica
Graca Caatinga Graca 4°725.74"S  40°5'49.88"0  Junho/2015
Meruoca  Mata Santo Elias 3°36'55.50"S  40°18'31.80"0 Maio/2015
atlantica
Carqueijo 3°50'16.86"S 40°44'19.80"O  Maio/2015
Mucambo  Caatinga Lajes do 3°51'659.76"S  40°44'50.40"0  Maio/2015
Juca
Santand - ~otinga Floresta 3°26'30.60"S  40°1022.56"0  Junho/2015
do Acarad
SETTD 6 3°38'22.67"S 40°13'22.14"0 Fevereiro/2015
Barriga |
. Morrodo 303813 59" 40°11'50.51"0  Fevereiro/2015
Sobral Caatinga Barriga Il
Morrodo 3039193 10"S  40°1143.60"0  Maio/2015
Barriga Il
Tuina 3°34'59.07"S 40°18'53.52"0  Abril/2015

Fonte: Autor (2015).
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Inicialmente, foram feitas em cada colmeia dos apidrios, a limpeza da tampa e da
melgueira, a fim de eliminar a propolis velha (oxidada) e garantir a coleta de propolis nova.
Apos essa limpeza, aguardou-se um periodo de 15 a 20 dias dias para producdo das prépolis e,
em seguida, realizou-se a coleta.

Todas as amostras foram cedidas por apicultores que exploram somente o mel ou
que possuem apiario somente para fins ndo comerciais e, que se propuseram em contribuir
cedendo as prépolis produzidas em seus apiarios para avaliar a qualidade das mesmas. A
Figural?, ilustra a localizacdo dos apiarios da regido Noroeste do Estado do Ceara, onde
foram coletadas as propolis para o desenvolvimento do trabalho.

Figura 12 - Mapa do Estado do Ceard com delimitacdo do Noroeste cearense, indicando as
cidades onde foram coletadas as propolis de Apis mellifera L. utilizadas na pesquisa.
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O material foi coletado diretamente nos apiarios por raspagem das tampas (Figura
13 A) e das melgueiras, retirando-se das fendas entre a parte inferior da tampa e a melgueira
superior da colmeia (Figura 13 B), tendo o cuidado de ndo atingir a madeira de ambas as
partes da colmeia. Apds a raspagem, o material coletado foi acondicionado em depdsitos
plasticos devidamente etiquetados e acondicionados em isopor com gelo e encaminhado para
0 Laboratorio de Tecnologia de Quimica (LTQ) do IFCE Campus Fortaleza onde permaneceu

armazenado em freezer (-2 °C) até o momento do inicio de cada ensaio experimental.

Figura 13 - Coleta da propolis por raspagem na parte superior e interna da melgueira (A) e na
parte interna da tampa da colmeia (B).

Fonte: Autor (2015).

4.2. Anélises fisico-quimicas da propolis bruta

4.2.1. Caracteristicas sensoriais

As andlises sensoriais foram realizadas por cinco avaliadores ndo treinados no
proprio Laboratério de Tecnologia Quimica do IFCE, Campus Fortaleza. As amostras de
propolis foram apresentadas separadamente e, cada provador, avaliou a amostra quanto aos
seguintes atributos: consisténcia (temperatura ambiente), cor, aroma, sabor e granulometria,
procurando seguir os parametros preconizados pela Instrugdo Normativa n°03 de 19 de janeiro

de 2001 do Ministério da Agricultura, para o aroma, cor, sabor e consisténcia.
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4.2.2. Preparo das propolis para realizagdo das analises fisico-quimicas

Em laboratdrio, as propolis brutas passaram por uma limpeza manual, retirando-se
quaisquer pedagos de madeira ou outros materiais visiveis ndo pertencentes a prépolis como
restos de abelhas ou outros insetos. Em seguida, foram trituradas em liquidificador
convencional e depois por friccdo em pistilo e almofariz até obtencdo de uma massa seca
aparentando um po fino (Figura 14).

Figura 14 — Exemplo tipico da amostra de prépolis utilizada nos experimentos apos

trituracao.

Fonte: Autor (2015).

4.2.3. Perdas por dessecacao

Para esta analise, foram transferidas cerca de trés gramas da amostra em pé para
um cadinho de porcelana previamente dessecado. Apos resfriamento em dessecador, anotou-
se a massa dos cadinhos vazias e depois com a amostra, 0s quais foram levadosa estufa e
secos a 95 °C por 6 horas. ApOs dessecacdo até peso constante, o material foi finalmente
levado a balanca analitica onde a massa dessecada foi pesada (1AL, 2005). O experimento foi

executado em triplicata e o resultado expresso em porcentagem.
4.2.4. Cinzas
Nesta determinacdo, cerca de dois gramas de cada amostra de propolis, foram

transferidos para cadinhos de porcelana previamente calcinados, esfriados em dessecador e

tarados. Em seguida o material foi aquecido até carbonizagcdo em mufla a uma temperatura de
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550 °C £ 50 °C por 6 horas. Passado o tempo, os cadinhos foram retirados da mufla, esfriados
em dessecador por mais ou menos 2 horas e depois pesados. Este procedimento foi repetido
até que a diferenca entre duas pesagens sucessivas nao fosse maior que 0,5 mg. As
determinagdes foram feitas em triplicata e os resultados expressos em porcentagem (IAL,
2005).

4.2.5. Ceras

Para determinar o teor de cera, aproximadamente 1,5 gramas da amostra triturada
(P1) foi colocada em cartucho de celulose previamente seco em estufa, esfriado em
dessecador e pesado, em seguida, coberto com algoddo e levado ao extrator Soxhlet onde
permaneceu por 6 horas em refluxo com 150 mL de alcool etilico de grau alcoolico a
99,8°GL. Apos resfriamento, o extrato foi levado a geladeira por 24 h e, posteriormente, ao
freezer por 30 minutos. Finalmente, a solucéo foi filtrada em funil de vidro usando papel filtro
n°4, previamente seco e pesado. A cera depositada sobre o papel filtro foi lavada a frio com
porcdes de 20 mL de alcool etilico até sua clarificagdo. O volume de extrato livre de cera foi
medido em proveta de 500 mL e acondicionado em recipiente de vidro ambar vedado. O
conjunto papel de filtro + cera foi levado a capela de exaustdo, por 1 h, para eliminacdo do
excesso do solvente em seguida seco em estufa a + 90°C, por 30 minutos, resfriado em
dessecador e pesado. O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do material foi
repetido com intervalos de 1 h até se atingir massa constante (quando a diferenca entre duas
pesagens consecutivas ndo excedeu a 5 mg). A analise foi realizada em triplicata e o teor de
cera foi calculado pela razéo entre a massa de material retido no filtro e a massa inicial de

propolis utilizada na extracdo, sendo expresso em porcentagem (FUNARI; FERRO, 2006).

4.2.6. Massa mecanica (residuos insolaveis em etanol)

O cartucho de celulose utilizado na extracdo por Soxhlet durante a determinacédo
do teor de cera contendo substancias foi colocado sobre vidro de relégio e levado a capela de
exaustdo para evaporacao do excesso de solvente e, em seguida, a estufa a + 90 °C por 2 h. O
conjunto foi resfriado em dessecador e o cartucho (contendo o residuo) foi pesado
isoladamente. O processo de aquecimento, resfriamento e pesagem do cartucho foi realizado

até atingir peso constante. Esta andlise foi realizada em triplicata e o teor de residuo insoltvel
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foi calculado pela razdo entre a massa do residuo retido no cartucho e a massa inicial de

prépolis, sendo expresso em base percentual (FUNARI; FERRO, 2006).

4.2.7. Soltveis em etanol (Residuo seco)

A partir do extrato etandlico da propolis do item 4.2.5 foi determinada a
quantidade de substancias soliveis em etanol pesando-se em béquer previamente seco e
dessecado uma determinada massa (geralmente 10 g) do extrato etandlico (P1), a qual foi
submetida a secura em banho-maria. Apds completa evaporacdo, o residuo foi levado a estufa
a £90°C para secagem e pesado até peso constante (P2). O procedimento foi realizado em
triplicata e o valor de sollveis em etanol expresso em porcentagem utilizando as Equaces 1 e
2 a seguir. Esta metodologia foi adaptada a partir de Melo, Matsuda e Muradian-Almeida
(2012).

C (mg/mL) = P2 x1000 x D (1)
P1
SE (%) = P2 x 100 (2)
P1

Onde: P1 = peso inicial da amostra, P2 = peso do residuo, D = densidade do extrato (g/mL),

C = concentracao de soluveis (mg/mL) e SE = % sollveis em etanol.

4.3. Obtencao do extrato etanolico de propolis (EEP)

Para a obtencdo do extrato etandlico de propolis EEP, foram adicionados 15 mL
de etanol a 70% em aproximadamente 0,5 g da amostra pulverizada deixando em contato por
10 minutos sob a agitacdo em banho-maria. O conjunto foi centrifugado a 1500 rpm por 5
minutos e o sobrenadante filtrado em papel de filtro qualitativo e transferido para um baldo
volumétrico de 50 ml. O mesmo procedimento foi realizado por mais trés vezes e, ao final, o
volume do baldo foi aferido com o solvente. O preparo dos extratos foi feito em triplicata e
serviram para realizacdo das analises de pH, solubilidade em acetato de chumbo, solubilidade
em hidroxido de sodio, absorcdo no UV-Vis, fenois totais e flavonoides totais (PARK et al.,
1998, MELO; MATSUDA , MURADIAN-ALMEIDA, 2012).
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4.3.1. pH

O pH dos EEP foi determinado com auxilio de um potenciémetro digital modelo
Orior DualStar pH/ISE Benchtop devidamente calibrado.

4.3.2. Solubilidade em acetato de chumbo

Para a determinacdo da solubilidade em acetato de chumbo; 0,5 mL de EEP foram
colocados em um tubo de ensaio contendo 0,5 mL de 10% de acetato de chumbo. A solucao
foi agitada e deixada em repouso por um periodo de trés minutos. Um precipitado amarelo
homogéneo na parte inferior do tubo de ensaio confirma o resultado de solubilidade (AOAC,
1995).

4.3.3. Solubilidade em hidréxido de sédio

A solubilidade em hidroxido de sodio foi determinada, adicionando-se em um
tubo de ensaio 0,5 mL do EEP mais 0,5 ml de hidroxido de sodio a 50%, os volumes foram
homogeneizados em agitador de tubos e, em seguida, deixados em repouso por trés minutos.
O resultado foi considerado positivo quando detectada a formacédo de um precipitado branco
no fundo do tubo de ensaio (AOAC, 1995).

4.3.4. Absorcéo no ultravioleta-visivel dos EEP

Para avaliacdo das caracteristicas espectroscopicas no ultravioleta-visivel, diluiu-
se 0 extrato etanolico (EPP) na proporc¢éo de 1:1000 em alcool a 70%, conforme metodologia
adaptada de Park, Ikegaki e Alencar (2000). As leituras de absorcdo molecular foram feitas na
regido do UV-Vis das amostras na faixa de comprimento de onda entre 200 e 600 utilizando

um espectrofotdmetro Evolution™ 60S da Thermo Scientifc.

4.3.5. Determinacédo do teor de fenois totais

O teor de fenois totais foi realizado por espectroscopia na regido do visivel usando
padrdes de acido galico monohidratado de alto grau de pureza, conforme o método de Folin—
Denis. A metodologia de fenois totais por Folin-Denis € uma reacdo de Oxido-reducédo

baseado no uso de compostos com estrutura fosfotngstica-fosfomolibidica como reagente de
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colorimétrico, sendo o ion fenolato oxidado sob as condi¢des alcalinas enquanto reduz o
complexo fosfotungstico-fosfomolibdico, resultando uma solucdo de coloracdo azul
(ANGELO; JORGE, 2007; WOISKY; SALATINO, 1996;).

Na determinagéo, sdo adicionados 5 mL do reagente de Folin-Denis e 10 mL de
carbonato de sodio 20% aos padrdes de &cido em baldo de 100 mL. Ao fim do preparo, as
solugdes séo deixadas em repouso, por 30 minutos, a temperatura ambiente e, entdo, efetuada
a leitura a 760 nm. Para quantificacdo das amostras, utilizou-se 0 mesmo procedimento
substituindo a solugdo de acido galico por 2 mL da solu¢do EEP diluida. O conteudo total de
fendlicos foi expresso em % de EAG (equivalentes de acido galico) conforme descrito por
Melo; Matsuda e Muradian-Almeida (2012) e Funari e Ferro (2006). A curva de calibragéo
correspondente esta apresentada no Anexo |, desta dissertacao.

4.3.6. Determinacéo de Flavonoides totais

Neste método, utiliza-se a leitura em espectrofotdmetro a 425 nm dos quelatos
estaveis formados entre o cloreto de aluminio (AICI3) e compostos flavonoides ( MARCUCCI
et al., 1998; WOISKY; SALATINO, 1996). Para a determinacdo de flavonoides totais, uma
curva padrdo com quercetina di-hidratada. Para a quantificacdo de flavonoides totais nas
amostras foram utilizados 2 mL da solu¢do EEP diluida em baldo de 25 mL. O conteudo total
de flavonoides foi expresso em mg equivalente de quercetina por grama de extrato de propolis
(FUNARI; FERRO, 2006; MELO; MATSUDA; MURADIAN-ALMEIDA, 2012; PARK et
al., 1998,). A curva de calibracdo correspondente estd apresentada no Anexo I, desta

dissertacéo.

4.4. Atividade Antioxidante dos EEP

4.4.1. Método qualitativo do indice de oxidacao

A anélise foi realizada pipetando-se 2 ml do EEP em 48 mL de &gua destilada para
obtencdo de um diluido do extrato. A um tubo de ensaio de 15 ml, previamente lavado e seco,
pipetou-se 0,5 mL do extrato diluido; 0,5 mL de agua destilada, 1 mL de &cido sulfdrico 20%,
misturando bem em vortex. Em seguida, com auxilio de uma micropipeta, acrescenta-se 5 pL

de KMnQO,4 0,1 N e agita-se rapidamente, sendo anotado o tempo de desaparecimento da cor
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rosa. O teste foi feito em duplicata e o resultado expresso pelas médias dos tempos registrados
em segundos (MELO; MATSUDA, MURADIAN-ALMEIDA, 2012).

4.4.2. Atividade sequestrante pelo método do radical ABTS"

A atividade antioxidante pelo método do radical ABTS®** (mono cétion do 2,2’-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfonico) usou-se a metodologia descrita por Re et al.,
(1999) com adaptacdes de Rufino et al., (2007).

Experimentalmente, o radical ABTS®*" é formado a partir da reacdo do ABTS com
perssulfato de potassio por 16 h a temperatura ambiente e na auséncia de luz. Apds esse
tempo, a solucdo é diluida em etanol anidro até a obtencdo de uma solucdo com absorbéancia
de 0,70 nm (+0,05) em comprimento de onda de 734 nm. Para as amostras, foram preparados
extratos contendo cerca de 0,5 g da propolis pulverizada, a qual se adiciona 40 mL de metanol
50%. O sistema € homogeneizado e deixado em repouso por 60 minutos a temperatura
ambiente e em seguida centrifugado a 1500 rpm durante 15 minutos, transferindo-se o
sobrenadante para um baldo volumétrico de 100 mL. A partir do residuo da primeira extragéo,
adiciona-se 40 mL de acetona 70%, homogeneiza-se e deixa-se em repouso por mais 60
minutos também a temperatura ambiente. O extrato ceténico é centrifugado a 1500 rpm
durante 15 minutos e transfere-se o sobrenadante para o baldo volumétrico contendo o extrato
metanolico, aferindo-se o volume para 100 mL com agua destilada. A esse extrato, adiciona-se
o radical ABTS e ap6s 6 minutos da reacdo, determina-se a absorbancia a 734 nm em
espectrofotometro Evolution™ 60S UV-Visible da Thermo Scientifc.

Para a curva padréo, utiliza-se o antioxidante sintético trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-acido carboxilico) nas concentracbes de 100 a 2000 uM em etanol
conforme descrito por Rufino et al., (2007). Por esta metodologia, os resultados sao expressos
em mg de trolox/g de amostra ou Capacidade Antioxidante em Equivalentes de Trolox
(TEAC, em inglés), onde um Equivalentes de Trolox corresponde a um micromol de
trolox/100 g de amostra. A curva de calibragdo estd apresentada no Anexo IlI, desta

dissertacdo.

4.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada em quatro concentragdes de extrato

etanolico de propolis: 50%, 25%, 10% e 3% (m/v). Para o0 ensaio, uma massa de prépolis
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bruta triturada (10 g) foi deixada em infusdo em 15 mL de etanol 70% por 18 h com agitacdo
ocasional. O extrato foi filtrado em papel filtro qualitativo e o residuo lavado com uma porgéo
de 5 mL de etanol 70%, conforme descrito em Borges et al., (2014) com as devidas
modificagdes. A partir da primeira concentragdo (50%), por dilui¢do, foram obtidas as demais.

Culturas de Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus aureus (ATCC
25923) fornecidas pelo Laboratério de Bioquimica da Universidade Estadual do Ceard,
encaminhadas e mantidas no laboratério de microbiologia do IFCE Campus Sobral foram
utilizadas como bactérias-alvo. As bactérias foram ativadas em meio Brain Heart Infusion
(BHI), incubadas a 35 °C por 18 horas para obtencdo do indculo microbiano, com repeticdo
do procedimento para garantir a ativacdo. Apds esse tempo, 0s indculos permaneceram por
mais 4 horas a 35° C em fase ativa de crescimento. A concentragéo foi ajustada com a diluicéo
das bactérias em solucdo salina 0,9% até a obtencdo de absorbancia de 0,08 em
espectrofotdbmetro Spectrum no comprimento de onda de 560 nm relacionado a escala de Mac
Farland, a qual corresponde a 1,5 x 10 UFC/mL (NCCLS, 2003).

4.5.1. Determinacéo da Concentracdo Minima Inibitoria (CIM)

As culturas bacterianas ativas nas concentracdes desejadas foram inoculadas por
espalhamento com swab em placas de petri contendo agar Miller-Hinton. Discos de 6 mm
foram colocados sobre as placas inoculadas, adicionados de 0,5uL de cada concentracdo dos
extratos (50%, 25%, 10% e 3%) e incubados a 35 °C por 18 horas. Os resultados foram
expressos como milimetros do halo de inibicdo de crescimento microbiano. Discos contendo
alcool a 70% foram empregados como controle negativo da atividade inibitoria do
crescimento bacteriano. O tempo do ajuste das culturas até a inoculacdo em placas e aplicacéo

dos discos e extratos ndo ultrapassaram 20 minutos.

4.6. Andlises estatisticas dos resultados

Todas as experiéncias foram realizadas com repeticdes (triplicatas ou duplicatas).
Os resultados foram expressos como valores médios e desvios padroes e, as diferencas entre
as amostras, foram determinadas utilizando-se a analise de variancia (ANOVA), seguido de
teste de Tukey em nivel de 95% de significancia. Para as estimativas estatisticas foi utilizado
o programa ASSISTAT® versdo 7.7.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caractrizagao fisico-quimicas das propolis

5.1.1. Analise sensorial

A inspecdo visual permitiu observar para a cor das propolis tonalidades em verde,
esverdeado, amarelado, avermelhado, marrom-esverdeado, marrom-amarelado, marrom
escuro, marrom, marrom claro e pardo. A Figura 15 ilustra as cores identificadas pelos
provadores, conforme a legislagcdo vigente. De acordo com Marcucci (2008), os aspectos
visuais das propolis sdo extramamente importantes e, a partir deles, prever-se o nivel de
qualidade das mesmas, ja que as 0s aspectos sensoriais sdo requisitos preliminares de compra

e venda.

Figura 15 — Imagens das amostras de propolis coletadas na regido Noroeste do Estado do

Ceara.

Esverdeada
| Floresta

Avermelhada

4

| Esverdeada
Morro do Barriga |

Marrom claro
Lajes do Juca

Marrom escuro
- Santo Elias

Avermelhada 1 Marrom esverdeada

Fonte: Autor (2015).



45

Funari e Ferro (2006) destacam a importancia da analise sensorial das prépolis na
qualidade de classifica-las quanto as suas propriedades bioldgicas. As propolis sdo conhecidas
por sua cor e consisténcia e isso a faz conhecer sua classificagdo (GHISALBERTI, 1979). Um
dos exemplos mais populares sdo as propolis verde de maior preferéncia no mercado
internacional e, atualmente, a propolis vermelha de origem boténica Dalbergia ecastophyllum
encontrada na regido Nordeste do Brasil, a qual estd sendo bastante investigada em funcdo de
suas acOes antimicrobianas (SIQUEIRA et al., 2014), sugerindo existir um elo entre sua
coloracéo e seu alto teor de compostos fendlicos.

A fitogeografia contribui para os aspectos sensoriais das propolis, visto que ao
redor das colmeias dos apiarios estudados foram encontradas com frequéncias espécies
vegetais como 0 mofumbo (Combretum leprosum), o marmeleiro (Croton sonderianus), o
pau-branco (Auxemma oncocalyx), o pereiro (Aspidosperma pyrifolium), o angico-de-bezerro
(Piptadenia moniliformis) e a aroeira (Astronium urundeuva). Apesar da semelhanca entre as
floras, as caracteristicas sensoriais demonstraram-se distintas e, apenas nas localidades de
Aguiar e Timbira, localizadas no Municipio de Bela Cruz, a vegetacdo foi diferente das
demais, provavelmente, por ser uma regido litoranea e por mostrar predominancia de
cajueiros (Anacardium occidentalis).

Ikegaki (2001) também verificou em seus estudos, perfil de propolis semelhantes
localizados em sitios distintos, embora relacione que pode ocorrer 0 inverso, ou seja, em um
mesmo apiario, as abelhas produzirem propolis de composicdes diferentes. Os autores
atribuem este fendbmeno ao fato de que as abelhas possuem grupos de genes em seu codigo
genético que codificam a informacéo, sugerindo o tipo de vegetacdo que devem procurar.
Nesse presuposto, abelhas que habitam locais completamente diferentes, podem conter o
mesmo cddigo genético e assim produzirem propolis com caracteristicas e composicoes
iguais.

As amostras apresentaram sabor de forte e picante a suave balsamico. A textura
analisada e a temperatura ambiente mostraram variacGes na consisténcia de maleavel a rigida
e, em todo o material estudado, a granulometria foi do tipo heterogénea. O aroma balsamico
caracteristico foi detectado em todo o processo analisado. Os resultados da avaliacdo sensorial

guanto a cor, a consisténcia, 0 aroma e 0 sabor estdo expressos na Tabela 5.
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Tabela 5 - Avaliacdo sensorial das amostras das propolis da regido Noroeste do Estado do

Ceara.
Caracteristicas sensoriais
Localidade \egetagdo Aroma Cor Sabor Consisténcia ~ Granulometria
Caldeirao Balsamico Amarelada Suave Maleavel Heterogénea
Sitio Belém Mata Balsamico Marrom Suave Extremamente Heterogénea
| tlantica caracteristico balsdmico maleavel
Sitio Belém 2@ Balsamico Parda Suave Maleavel Heterogénea
I caracteristico balsamico
Aguiar Balsamico Marrom Suave Maleével Heterogénea
Mata amarelada
Timbira atlantica Balsamico  Avermelhada Forte Maleavel Heterogénea
forte
Graca . Resinoso Esverdeada Suave Rigida Heterogénea
Caatinga
suave
Granja Mata Suave Parda Sauve Extremamente Heterogénea
atlantica resinoso maleavel
Santo Elias Mata Balsamico Marrom Suave Extremamente Heterogénea
atlantica  caracteristico escuro balsdmico maleavel
Carqueijo Balsamico  Avermelhada  Forte e Maleavel Heterogénea
. Caatinga A picante , A
Lajes do Balsamico Marrom Sauve Maleavel Heterogénea
Juca claro
Floresta Caatinga Resinoso Esverdeada Forte e Rigida Heterogénea
forte picante
Morro do Resinoso Verde Suave Rigida Heterogénea
Barriga | Balsamico
Morro do Suave Verde Suave Rigida Heterogénea
Barriga Il resinoso
Caatinga Balsamico
Morro do Resinoso Verde Forte Rigida Heterogénea
Barrigalll Balsamico
Tuina Forte Marrom Forte e Pouco rigida Heterogénea
resinoso esverdeado picante

Fonte: Autor (2015).

Dados similares foram encontrados por Cahillou, Herrera e Maidana (2004) em

amostras analisadas em Santiago, onde todas as propolis foram classificadas como

heterogéneas onde 40% apresentavam textura maleavel e 75% aroma resinoso e o sabor das

propolis foi definido como picante.
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Lozina et al., (2010) em seus estudos com 15 amostras de propolis argentinas
encontrou 40 % das amostras em temperatura ambiente como rigidas e 60 % como maleéveis,
enquanto que o aroma foi do tipo resinoso para 66,7 % do contetdo analisado.

Silva (2009) em seus estudos encontrou propolis esverdeada de consisténcia rigida
e de aroma e sabor balsamico, classificada por ela como de melhor qualidade.

Em geral, a consisténcia e a temperatura ambiente podem variar de mole e
pegajosa a rigida (GHISALBERTI, 1979; BRASIL, 2001), estando tal carateristica associada
a relacdo resina/cera. Quanto mais rigida a consisténcia da propolis, maior sera a quantidade
de resina e consecutivamente menor o teor de cera (FERRO; FUNARI, 2006). Neste contexto,
as prépolis em estudo mostraram uma tendéncia evidente de sabores suaves, aromas
caracteristicos balsdmicos e consisténcias entre maledvel e rigida.

A importancia das caracterisitcas sensorias € rassaltada por Silva (2009),
principalmente, quando se visa 0 mercado internacional, onde a propolis brasileira é
fortemente requisitada, particularmente as de cor verde, que comumente indica alta incidéncia
de componentes bioativos.

Do ponto de vista sensorial, os atributos observados em todas as amostras de
propolis de Apis mellifera L, encontraram-se em conformidade com os padrdes de qualidade
determinados pelo MAPA (BRASIL, 2001). As propolis das localidades Morro do Barriga I,
Morro do Barriga Il e Morro do Barriga Ill, conforme os provadores, apresentaram melhor
qualidade sensorial, dentro dos exigidos padrdes de mercado por possuirem a cor verde, a

consisténcia rigida, o sabor suave e 0 aroma resino balsamico.

5.1.2. Andlises fisico-quimicas

As analises de perda por dessecacdo, teor de cinzas, teor de ceras, solidos
soltveis, massa mecéanica e pH, reinem os dados de analises fisico-quimicas e expressam 0s
requisitos de qualidade das propolis. Os resultados da caracterizacdo das amostras coletadas
estdo apresentados na Tabela 6. As médias dos valores encontrados diferem entre si em nivel

de significancia de 5% pelo o Teste de Tukey.
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Tabela 6 - Caracterizacdo fisico-quimica das amostras de propolis coletadas na regido

Noroeste do Estado do Ceara.

Andlises
Perda por _ Massa Solaveis
Amostra . Cinzas Ceras .
pH dessecacéao mecanica em etanol
(Yom/m)  (Yom/m)
(%om/m) (Yom/m)  (Y%om/m)
Aguiar 5,24+0,01 7,0£0,13 3,5¢0,29  9,1+0,04 39,3+0,12 35,3%0,09
Timbira 5,33+0,03 9,1+0,13 2,6£0,09 26,640,23 43,6+0,14 14,2+0,11
Lajesdo Juca  4,80+0,02 5,7+0,06 3,6+0,08 15,2+0,08 26,8+0,23 36,6+0,19
Carqueijo 4,64+0,01 7,1£0,22 2,5£0,25 10,5%#0,12 32,9+0,16 43,8+0,16
Floresta 5,55+0,01 6,2+0,32 2,5£0,09 12,240,12 39,0+0,09 39,0+0,23
Graga 4,87+0,01 7,0£0,05 2,910,21 12,5+#0,14 36,0+0,18 41,0+0,22
Granja 4,98+0,02 11,4+0,11  1,9+0,02  3,9+0,21 39,6+0,12 29,4+0,09
Caldeirdo 4,93+0,02 4,4+0,09 2,910,06 14,6+0,05 33,3%0,14 37,6%0,12
Sitio Belém | 4,01+0,02 7,610,24 3,0£0,05 12,2+0,16 37,9+0,11 32,440,21
Sitio Beléem
' 5,03+0,02 8,5+0,17 4,0+0,05 8,2#0,22  39,0+0,12 33,3+0,19
Morro do 5,47+0,01 8,4+0,08 2,1+0,09  6,2+0,05 45,5+0,09 35,7+0,15
Barriga |
Morro do 5,25+0,01 7,3+0,16 2,8+0,01  3,2+0,07 38,2+0,12 42,7+0,14
Barriga Il
Morro do 5,40+0,01 7,5+0,18 2,6+£0,01 1,7#0,04 36,8+0,16 50,9+0,26
Barriga 111
Tuina 5,14+0,03 2,1+0,23 2,00,2 10,4+0,11 23,6%0,22 58,2+0,12
Santo Elias 5,31+0,01 10,6+0,33  2,9+0,15 16,6+0,16 37,5+0,21 28,9+0,22
Parametros N&o ] ] ] ]
) . Max. 8% Max.5% Max.25%  Max. 40% Min. 35%
do MAPA especificado

'Resultado das médias + desvio padréo dos resultados em triplicata.

“parametros estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) de acordo com a

IN 03/2001.

Fonte: Autor (2015).

No que diz respeito ao pH dos EEP, os valores variaram de 4,01 a 5,55. Souza

(2010) encontrou valores de pH para amostras de EEP obtidas por raspagem nas melgueiras
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de apiarios em S&o Paulo entre 4,7 e 5,2, muito proximos aos observados por Polese; Pastore
e Garcia (2009) que também encontram pHs entre 4,88 e 5,16 para amostras de propdlis.

Tagliacollo e Orsi (2011) relataram valores de pH proximos a 5,0 na analise de
diversas amostras de propolis. Todos estes resultados sdo semelhantes aos encontrados neste
estudo. Marcucci e Custodio (2002) afirmam que a faixa do pH nominal da propolis,
normalmente descrita na literatura esta entre 4,0 a 5,5), principalmente em funcdo da
composicao quimica, associada a presenca dos acidos fendlicos.

As perdas por dessecacdo expressam as umidades das propolis, e quando se
encontram acima do estabelecido, podem acarretar desenvolvimento de fungos e mofos,
gerando fermentacOes indesejaveis e tornando o material impréprio para o comércio além de
gerar toxinas prejudiciais a satide (GARCIA et al., 2010; MARCUCCI, 2008). A manipulagéo
excessiva resulta em valores elevados de umidade pelo contato prolongado com o ambiente
externo (MELO; MATSUDA; ALMEIDA-MURADIAN, 2012).

Nesta pesquisa, 0s valores encontrados variaram de 2,1 a 11,4%, e, em cinco
localidades, as umidades encontradas estiveram acima do padréo estabelecido pelo Ministério
da Agricultura. Silva (2009) considera uma propolis com teor de umidade até 8,63% como
aceitavel para que o material ndo apresente facil degradacdo. Funari e Ferro (2006) obtiveram
valores de perdas por dessecacdo entre 10,89 a 11,05. Lima (2009), entre periodos secos e
chuvosos, encontrou valores de umidade entre 4,73% a 6,18%. Melo; Matsuda e Almeida-
Muradian (2012), por sua vez, relataram os valores entre 2,26% e 9,89% para as amostras
analisadas.

O teor de cinzas (residuo mineral fixo), pode-se determinar uma possivel
adulteracdo na prépolis, como adicdo de materiais (areia, madeira, etc) para aumentar seu
volume (CUNHA et al., 2004). Notadamente, todas as amostras analisadas, encontraram-se
dentro do limite maximo legal de 5% (BRASIL, 2001).

Quanto ao teor de ceras, somente uma amostra de préopolis da localidade Timbira
apresentou um teor de ceras superior a0 maximo permitido de 25%. Lima (2012) afirma em
sua pesquisa que a sazonalidade influencia na quantidade de cera presente nas prépolis, de
forma que variacdes de +7,61 foram observadas entre periodos chuvosos e secos.

Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012) relataram valores médios de ceras
para regido Nordeste de 2,09% a 12,43%, semelhantes aos encontrados nessa pesquisa. As
abelhas podem incorporar mais cera a préopolis durante periodos em que as resinas sao

escassas ou de dificil coleta, principalmente, durante o periodo de seca.
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A massa mecénica e os solidos soluveis em etanol, também conhecidos como
“residuos insoluveis” e “extrato seco” apresentaram, respectivamente, resultados 13% e 33%
discrepantes dos parametros legais estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento.

A massa mecanica refere-se as substancias que se incorporam as prépolis durante
0 beneficiamento, tais como fragmentos de insetos, folhas, madeiras, 0s quais ndo sao
facilmente solubilizados por solventes (MELO; MATSUDA; MURADIAN-ALMEIDA,
2012). Os autores, em seus estudos de caracterizacdo de propolis, encontraram valores entre
23,6% e 45,5%. Lima (2012) encontrou valores de massa mecanica entre 49,46% e 75,41%
em diversas amostras de prdpolis investigadas. Esta analise, por si s6 ndo implica em
desvalorizacdo da propolis de uma regido, visto que valores de massa mecanicas superiores
aos limites da legislacdo tem sido relatados na literatura.

Park et al. (2000) em seus estudos de classificacdo das propolis brasileiras relatou
um valor de extrato seco de 24,1% para propolis originarias da regido Nordeste no Estado do
Ceard (Grupo 10), sendo uma caracteristica da regido, apresentar propolis com solidos
soluveis abaixo do estabelecido pelo MAPA. Garcia et al., (2010), apontam alguns fatores
determinantes para obtecdo de bons resultados de sollveis em etanol, com destaque para o
tamanho da superficie de contato, a natureza do solvente extrator e o tempo de extracgéo.

Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012) reportaram a solubilidade das
propolis aos compostos bioativos e ao mercado ter o interesse por propolis com elevados
teores de solidos sollveis, em razdo de um maior potencial terapéutico. Os autores
encontraram valores de extrato seco de prépolis provenientes da regido Nordeste do Brasil
entre 36,82% e 62,50% e de residuos insoliveis entre 28,35% e 56,81%. Neste estudo, foram
encontrados valores abaixo do limite permitido para regido Nordeste, o que pressupde ser uma

caracteristica da mesma, apresentar propolis com extrato seco maior que a massa mecanica.

5.2. Espectroscopia na regido do ultravioleta—visivel (UV-Vis) dos extratos de préopolis

A absorcdo molecular é um dos parametros quimicos mais utilizados para
classificar e avaliar as prépolis, uma vez que as atividades farmacoldgicas tém sido atribuidas
a compostos fendlicos como flavonoides, acido caféico, acido cinamico e derivados, 0s quais
absorvem entre 280 e 330nm (MOT;SILAGHI-DUMITRESCU; SARBU, 2011).

A Figura 16 apresenta os espectros no UV-Vis das amostras de prdépolis em

estudo.
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Figura 16 - Espectros no UV-Vis dos extratos etandlicos das amostras de propolis coletadas

na regido Noroeste do Estado do Ceara.
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Fonte: Autor (2015).

Todas as amostras exibiram um perfil similar quanto aos constituintes fendlicos
com absorgdes fracas (0,002 a 0,083) entre 270 e 300 nm, correspondente a banda Il de

absorcdo no UV-Vis, conforme Marcucci, Woisky e Salatino (1998). Somente as amostras do
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Morro do Barriga (I, Il e 1) e Tuina, todas em Sobral, apresentaram uma outra banda fraca
(0,024 a 0,081) entre 350 e 360 nm, correspondente a banda I de absor¢do no UV-Vis. Ainda
segundo estes autores, as bandas | e Il corresponderam aos grupos absorvedores das estruturas
das flavonas e isoflavonas, flanonois, flavanonas, diidroflavonois e chalconas.

Notadamente, as amostras de prépolis dos distritos de Sobral com duas bandas de
absorcdo em seus espectros, tendem a apresentar as maiores presenca de grupos fendlicos
totais na composi¢do do material estudado, o que favorece a bioatividade.

Castro et al., (2007) observaram em seus estudos propolis com absorcdes a 279
nm e 302 nm, valores proximos encontrados neste estudo. Silva (2009) define que, mesmo
dentro de uma mesma regido, diferencas podem ser observadas nos espectros na regido UV,
principalmente, em funcdo da variagdo da composicdo quimica da flora local. A regido
Noroeste do Estado do Ceara enquadra-se neste contexto, apresentando grande variedade de
microecossistemas, 0 que se reflete na composi¢do quimica das prépolis produzidas pelas
abelhas.

Toreti (2011) encontrou no apiério da cidade de Agua de S3o Pedro, Estado de
Sé&o Paulo, espectros de absorcéo e comprimento de onda entre 282 e 299 nm, semelhantes as
amostras do Morro do Barriga I, Il, I, Floresta e Graca. A autora reporta o desvio maior
apresentado no espectro das amostras investigadas apresentarem perfil semelhante quanto as
caracteristicas sensoriais bem como a coloracao e consisténcia semelhantes. Essa observacao
confirma o relato de Ikegaki (2011) de que abelhas ndo precisam ser do mesmo apiario para
apresentarem perfil sensorial semelhante, pois abelhas procuram fontes vegetais de resinas
distintas mesmo pertencententes a uma colmeia em comum.

Para Mot; Silaghi-Dumitrescu e Sarbu (2011), os espectros de UV-Vis de EEP séo
semelhantes aos espectros tipicos de polifenois. Os autores correlacionam a presenca da
absorcdo em torno de 290 nm a capacidade antioxidante.

De acordo com Jurd e Geissman (1956) espectros de absorcdo entre 270 e 330 nm
sugerem a presenca de flavonoides e fendis. Os autores reportam as absor¢des a 276 hm como
indicativo da presenca dos acidos galicos nos EEP analisados e observaram ainda bandas de
absorcdo na regido do ultravioleta nos espectros de flavonoides com maximos entre 240-285
nm (banda 1) e entre 300-350 nm (banda Il). Neste trabalho, as amostras que apresentaram
Amaxentre 270 a 330 nm possuem um perfil caracteristico de presenca de flavonoides e de
fenois, que corrobora com os resultados de Park et al. (1998), sendo elas as amostras do
Morro do Barriga I, Morro do Barriga Il e Morro do Barriga Ill, bem como Tuina, Floresta e

Graca, sugerindo ser essas as que apresentam maior valor de bioatividade.
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Por outro lado, Silva (2009) ressalta que as analises dos espectros de absor¢ao no
UV-vis para os EEP é apenas um indicativo para demonstrar a presenca de todos o0s
compostos fendlicos que podem estar presentes nas prépolis, necessitando de resultados das
caracteristicas cromatograficas para justificar tais resultados e classificar o tipo de prépolis.

5.3. Avaliac@es de bioatividade das propolis

5.3.1. Fenois totais e flavonoides totais

A Tabela 7 apresenta os resultados encontrados nas determinagdes de fenois totais
e flavonoides totais para as amostras de propolis em estudo.

Tabela 7 — Concentracbes de flavonoides e fenois nas amostras de propolis coletadas na

regido Noroeste do Estado do Ceara.

Teor de fenois totais
(% EAGI/g)

Amostras Teor de flavonoides
totais (mg de quercetina/g)

Aguiar 0,09+0,03 0,22+0,04
Caldeirdo 0,13+0,01 0,71+0,01
Carqueijo 0,39+0,09 0,81+0,02

Floresta 2,34+0,01 4,42+0,23

Graga 2,72+0,01 2,92+0,02

Granja 0,89+0,00 1,1340,01

Lajes do Juca 0,73%0,02 1,31+0,01
Morro do Barriga | 31,1+0,02 17,1+0,02
Morro do Barriga 11 12,6+0,01 10,3+0,01
Morro do Barriga 111 12,1+0,02 9,64+0,02

Santo Elias 0,14+0,01 0,54+0,02

Sitio Belém | 0,23+0,03 0,63+0,03

Sitio Belém Il 0,34+0,00 0,62+0,02

Timbira 0,08+0,02 0,44+0,01

Tuina 4,65+0,29 4,02+0,02

Parametro do MAPA” Minimo 5 mg/g Minimo 5%

Os valores com letras iguais ndo diferem entre si a um nivel de significancia de 95%. EAG = Equivalentes de
acido galico. *Requisitos propostos pelo Ministério da Agricultura segundo a IN 03/2001.

De acordo com o Anexo VI do Regulamento Técnico para Fixacdo de ldentidade

e Qualidade da Propolis (Instrucdo Normativa n°3 de 19 de Janeiro de 2001) quanto aos
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teores de fendlicos e flavonoides totais, apenas as amostras coletadas no Morro do Barriga I,
Il e Il apresentaram valores que atendem a esta regulamentagdo, enquanto 0s demais
apresentam-se fora dos padrdes recomendados.

Buriol et al., (2009), em seus experimentos em EEP com &lcool a 70% encontrou
valor médio para flavonoides em torno de 2,74% +0,02 e para fenois totais, 5,93%z=0,01.
Melo, Matsuda e Almeida-Muradian (2012), reportam para as propolis da regido Nordeste do
Brasil, valores entre 0,03% a 3,3% de flavonoides e entre 0,95% a 29, 52% para fendlicos
totais. Souza et al., (2010), encontraram valores médio de flavonoides de 0,4%. Lima, A.,
(2012) em seus experimentos com prépolis da regido Sudeste do Ceara relacionou valores de
5,02 % a 16,6% para o teor de fendlicos e de 1,4% a 10,1% para flavonoides, referindo-se
esses valores de qualidade a época de coleta, sendo a sazonalidade um fator importante para
colheita de propolis com altos compostos fendlicos, pois em épocas chuvosas 0 nimero de
espécies boténicas em estado vegetativo € imensamente superior quando comparado ao
periodo seco.

Alves e Kubota (2013) associaram os teores de fendlicos totais (5 mg/g) e
flavonoides (1,1 mg/g) presentes nas amostras de préopolis, a sua composicdo quimica e
consecutivamente a localizagcdo geografica, ao tipo de solvente utilizado no momento da
extragao.

Mello e Hubinger (2012) estudaram extratos etandlicos e aquosos de propolis
verdes brasileiras produzidas por abelhas Apis melliferas no Estado de Séo de Paulo e,
observaram que, os EEP sdo os mais eficientes, apresentando valores entre 64,9 a 69,3 mg de
quercetina por grama de amostra, considerando-as como produto funcional de elevado teor
antioxidante.

Valores entre 72 e 161 mg/g de flavonoides foram encontrados em extratos
etanolicos de prépolis por Bonvehi e Gutiérrez (2011), em amostras do Pais Basco no
Nordeste da Espanha, eles sugerem que esses valores de flavonoides contribuem para boa
atividade antioxidante das propolis da referida localidade. Resultados semelhantes foram
encontrados por Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004), em amostras de propolis de
diferentes regiGes geograficas, com valores de 2,5 mg/g na Tailandia; 54,9 mg/g no Brasil,
116 mg/g no Chile, 157 mg/g na Bulgaria, 167mg/g no Uruguai, 147mg/g na China e 176
mg/g Hungria com, valores semelhantes aos encontrados nesse estudo.

Liberato et al., (2009) estudando as prépolis do Estado do Ceara, encontraram
teores de flavonoides de 1,9 mg/100g a 5,9 mg/100 g e de fendis de 7,2 a 32,05 mg/100 g.

Diferentemente, Marcucci (2009) relatou valores superiores de 3,71 a 9,4% para fenois totais
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e 1,1 a 8,09% paraflavonoides totais, respectivamente. Ambos 0s autores encontraram em
seus estudos com prépolis do Ceard, teores de fenois e flavonoides abaixo dos padrbes de
qualidade estabelecidos.

Neste estudo, o contetdo de fendlicos totais e flavonoides totais obtidos nos EEP
variou entre 0,25 a 17,1% (25 a 171 mg/g) equivalentes de acido galico e 0,008 a 3,11 %
(0,08 a 31,1 mg/g) equivalentes de quercetina, respectivamente, 0s quais encontram-se em
acordo com os valores previamente reportados por outros autores, apesar de alguns nédo
estarem dentro dos padrdes exigidos, mas apresentam perfil semelhantes a propolis

investigadas por outros pesquisadores.

5.3.3. Capacidade antioxidante

A Tabela 8 apresenta os resultados encontrados nas determinagdes da atividade

antioxidantepara as amostras de propolis em estudo.

Tabela 8 - Capacidade antioxidante das amostras de propolis coletadas na regido Noroeste do

Estado do Ceara.

. Atividade de Oxidacgao Antioxidantes
Localidade

(segundos) (mg trolox/g)
Aguiar 300,31 13,1+0,04
Caldeirdo 260,33 13,5+0,04
Carqueijo 20+0,37 39,1+0,12
Floresta 410,29 42,5+0,33
Graca 13+0,34 25,9+0,11
Granja 48+0,32 11,2+0,02
Lajes do Juca 250,35 21,7£0,22
Morro do Barriga | 20,34 54,2+0,09
Morro do Barriga 11 3+0,33 56,9+0,12
Morro do Barrigalll 210,32 84,9+0,08
Santo Elias 28+0,32 14,3+0,07
Sitio Belém | 390,22 48,2+0,17
Sitio Belem II 280,21 8,61+0,25
Timbira 31+0,33 21,1+0,05
Tuina 240,31 72,2+0,07

*Parametro do MAPA Maximo 22 segundos N&o especificado

*Requisitos propostos pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento segundo a IN 03/2001.
Fonte: Autor (2015)

O indice de oxidacdo de acordo com Melo, Matsuda e Muradian-Almeida (2012) é um
pardmetro que expressa a qualidade das propolis trazendo informagdes sobre o tempo de

colheita e adequacdo do armazenamento praticado. Altos indices de oxidagdo indicam longo
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periodo de armazenamento em temperaturas elevadas, seja no interior da colmeia ou em
depositos de armazenamento. A legislacdo vigente, limita esse pardmetro em 22 segundos, e
comparando-o aos valores encontrados, observa-se que das amostras realizadas somente as de
Carqueijo, Floresta, Graca, Morro do Barriga I, Morro do Barriga 11, Morro do Barriga Il e
Tuina sdo as que estdo dentro dos limites preconizados, variando de 2 a 20 segundos. Estes
valores indicam que as prdpolis apresentam um bom poder de oxidagdo, principalmente.

Polese, Pastore e Garcia (2009) relatam que, para o indice de oxidacdo, quanto
menor o tempo apresentado em segundos, melhor é o indicativo de qualidade. Lima, A.,
(2012) encontrou dados para o indice de oxidacdo entre 1,5 a 4,5 segundos para as propolis
analisadas, os quais foram considerados excelentes. No presente estudo, para as amostras de
Aguiar, Caldeirdo, Granja, Lajes do Juca, Santo Elias, Sitio Belém I, Sitio Belém Il e Timbira
os indices de oxidacdo variaram de 25 a 48 segundos, 0s quais ndo estdo dentro dos padrbes
preconizados, como também relatado por Lozina et al., (2010) que encontraram valores entre
24 e 110 segundos para as prépolis em seus estudos.

De acordo com Oldani (2007), a capacidade antioxidante difere da atividade
antioxidante, visto que para saber realmente o valor da atividade antioxidante, faz-se
necessario remover os compostos fendlicos ativos.

A IN 03/01 ndo traz em seu texto nenhum parametro referente as analises de
atividade antioxidante quantitativa, ndo sendo possivel fazer uma analogia aos resultados
encontrados. Os valores obtidos nesta pesquisa mostram valores entre 13,1 a 84,9 mg de
trolox/g (318 uM a 1697,6 uM de Trolox/g), os quais podem ser considerados promissores.

Lacerda (2012), apresentou resultados de atividade antioxidante para amostras de
propolis entre 1 e 383 mg Trolox/g. A discrepancia entre os valores foi associada a estacdo do
ano, a sazonalidade e as variedades de vegetacdes ao longo das coletas. Machado de Melo et
al., (2014) pesquisaram a capacidade antioxidade das propolis no Brasil e encontraram /-
caroteno em teores de 51,3 % no Maranhdo e 92,7 % na Paraiba, os quais sdo indicativos da
capacidade da amostra evitar a oxidacdo de substratos lipidicos. Na pesquisa, ndo foi feita
nenhum alusdo ao Estado do Ceard, contudo, reportam a regido como uma forte area de
vegetacdo diversificada que pode transferir propriedades fitoterapicas as propolis.

Silva et al., (2011) encontraram valores de 8000 umol de trolox/g em amostras de
propolis da regido sul do Uruguai, valor bastante elevado e de excelente capacidade
antioxidante para essa localidade. Seven et al., (2014) também atribuiram a vegetacdo local
em seus estudos com propolis da Turquia os valores mais elevados de TEAC (269,5 + 0,4

mg/g) e de flavonoides (397,6 mg/g). Valores de 420 a 1.430 umol de Trolox/g foram
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considerados por Bonvehi e Gutiérrez (2011) como teores de antioxidantes favoraveis,
permitindo a inibicdo de 22,2 a 54,7% de radicais ABTS®".

A presenca de flavonoides nas propolis influencia a atividade antioxidante das
mesmas por estarem relacionada a capacidade de um sistema biol6gico proteger contra os
efeitos danosos de processos ou reagfes que causam oxidacdo excessiva, pelo fato de
minimizarem a peroxidacao lipidica e o efeito dos radicais livres (MARCUCCI et al., 1998;
POLESE; PASTORE; GARCIA, 2009). Os resultados do presente estudo confirmam essa
afirmacdo, pois as amostras com maior teor de antioxidantes também sdo as que possuem
maior quantidade de flavonoides, e consecutivamente, as que demonstraram uma boa inibicéo
antibacteriana.

Flavonoides sdo componentes importantes na dieta humana, embora eles sejam
geralmente considerados como nutrientes. No entanto, o nivel de ingestdo de flavonoides da
alimentacdo humana é consideravelmente alta em comparacdo com os de vitamina C (70
mg/dia), vitamina E (7-10 mg/dia) e carotenoides (2-3 mg/dia). Pietta (2000) propde uma
ingestdo de 800mg/dia destas moléculas.

Uma das maneiras de assegurar a qualidade de um produto, garantindo que o
mesmo chegue apto as mads do consumidor € o cumprimento de normas especificas
estabelecidas para esse fim. Para as propolis, a obtencdo de seus derivados, os paramentros de
qualidade devem ser assegurados através da Instru¢cdo Normativa n° 03 de 19 de janeiro de
2001 que expbe o Regulamento Técnico para fixacdo de identidade e qualidade de propolis e
extratos de propolis, respectivamente.

A Tabela 9 apresenta os padrfes de qualidade das prépolis em estudo conforme a
legislacdo vigente estabelecida pelo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastacimento
(MAPA) através da IN 03/01.

Uma analise da mesma mostra que, de acordo com a classificacdo proposta pelo
MAPA, as propolis foram enquadradas em sua grande maioria como de baixo teor de
flavonoides, destacando-se apenas a do Morro do Barriga I, classificacdo como de alto teor.

Tosi et al., (2007) ressaltam a importancia das prépolis como uma valiosa fonte de
compostos fendlicos, sugerindo ser um dos componentes a ser incluso nas composicdo de
alimentos industrializados a fim de aumentar a qualidade, em particular, aos de interesse
dietéticos, suplementos, ou mesmo produtos farmacéuticos para a prevengdo ou tratamento de

patologias.
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O estudo mostra que, as amostras provenientes do municipio de Sobral (Morro do
Barriga e Tuina) destacaram-se pelos teores de compostos fendlicos totais dentro dos
requisitos legais, bem como todos os demais paramentros de qualidade.

Em geral, na maioria das amostras hd predominancia da coloracdo marrom,
variando para tonalidades mais escuras ou mais claras. Somente as propolis que apresentaram
valores dentros dos preconizados por lei para todos os requisitos, obtiveram coloracdo verde
ou proxima a tonalidade verde.

As concentraces de compostos fendlicos totais (expressos porcentagem de acido
galico) presentes em todas as amostras corroboram com o0s resultados obtidos para
solubilidade em acetato de chumbo e solubilidade em hidréxido de sédio. Tagliacollo e Orsi
(2011) destacam para a presenca de compostos fenélicos em extratos etandlicos de propolis
que apresentam solubilidade na presenca dessas solugdes.

Particularmente, as amostras de propolis das cidades de Alcantaras (Sitio Belem I,
Sitio Belém I1 e Caldeirdo), Granja, Mucambo (Carqueijo), Meruoca (Santo Elias) e Bela
Cruz (Aguiar e Timbira) apresentaram resultados muito abaixo dos padrfes exigidos pelo
MAPA, apresenta-se como amostras que nao seriam bem aceitas comercialmente, pois seriam
classificadas como prépolis de pouca qualidade.

As concentracfes de flavonoides das amostras do Morro do Barriga e de Tuina,
atribuem a prépolis uma boa qualidade antimicrobiana. Borges et al., (2014) indicam que 0s
acidos fenolicos e flavonoides componentes da propolis, possuem o poder de romper a

membrana citoplasmatica das bacteérias, levando a inibicdo microbiana.
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Classificacéo

Caracteristicas sensoriais

Requisitos fisico-quimicos

Provas qualitativas

Amostra
Teor em Consisténcia a Cinzas Perda por Ceras Massa SolGveis | Compostos Flavonéides indice de | Solubilidade | Solubilidade Pico(s) de
flavondides Aroma Cor Sabor temperatura | Granulometria (%) dessecacéo (%) mecanica | em etanol fendlicos (%) oxidacéo em acetato | em hidréxido | Absorgéo no
ambiente (%) (%0) (%) (%) (segundos) | de chumbo de sodio UV-Vis
Aguiar Baixo Balsamico a'r\nA:rrerz?;;o Suave Maleavel Heterogénea | 350,29 | 7,0£0,13 | 9,1%0,04 | 39,3%0,12 | 353#0,09 | (22+0,04 | 0,01+0,03 300,31 + + 275
Caldeirdo Baixo Balsamico | Amarelada Suave Maleavel Heterogénea 290,06 | 440,09 |14,6+0,05 | 33,3+0,14 | 37,6012 | 0714001 | 0,01+0,01 26+0,33 + + 283
Carqueijo Baixo Balsamico | Avermelhada gﬁgﬁ; Maleavel Heterogénea | 254025 | 7,1£0,22 |10,5%0,12 | 32,9+0,16 | 43,8£0,16 | 081+0,02 | 0,39+0,09 20£0,37 + + 270
Floresta Baixo Re}sc;:ltgso Esverdeada gﬁgﬁé Rigida Heterogénea 2,5+0,09 6,2+0,32 | 12,2+0,12 | 39,0+0,09 | 39,0+0,23 4,42+0,23 0,23+0,01 4+0,29 + + 290
Baixo Resinoso iai 5 2,940,221 | 7,0#0,05 |12,5+0,14 | 36,0+0,18 | 41,0+0,22 13+0,34
Graca suave Esverdeada Suave Rigida Heterogénea IEY, V=Y, 9EY, V=Y, V=Y, 2,92+0,02 0,27+0,01 U, + + 294
Granja Baixo reSsLiIr?\é:o Parda Suave Ex;rqzrlrégr\?eeinte Heterogénea | 1,9¢0,02 | 11,4011 | 3,940,221 | 39,6+0,12 | 29,4009 | 713+0,01 | 0,09+0,00 | 480,32 + + 292
Lajﬁéado Baixo Balsamico Mce:;rr%m Sauve Maleavel Heterogénea | 3.6+0,08 | 57+0,06 |15,2+0,08| 26,8+0,23 | 36,6£0,19 | 131+001 | 0,07+0,02 25%0,35 + + 276
'\él;rrrrigscl) Alto l:i T:élrr]r?iscc:) Esverdeada | Suave Rigida Heterogénea [ 2.1#¥0,09 | 8,4£0,08 | 6,2+0,05 | 45,5+0,09 | 35,7#0,15 | 1714002 3,1+0,02 240,34 + + 288 e 360
gﬂa?::gadﬂ Médio ressl;ﬁ\égo Esverdeada | Sauve Rigida Heterogénea [ 2.8+0,01 | 7,3+0,16 | 3,2%0,07 | 38,2+0,12 | 42,74#0,14 | 10 3+0,01 1,3+0,01 3+0,33 + + 288 e 356
é\g ?rrirgoac:cl)l Médio l:?a T:g:,r?fcc:) Esverdeada Forte Rigida Heterogénea [ 2.6+0,01 | 7,5+0,18 | 1,7%0,04 | 36,8+0,16 | 50,940,26 | g 64+0,02 1,2+0,02 240,32 + + 292 e 352
Santo Elias Baixo Balsamico | Marrom Suave | Extremamente | .o oianes | 2,9#0,15 | 10,6+0,33 | 16,6+0,16 | 37,5021 | 28,940.22 | 0544002 | 0,01+0,01 | 280,32 + + 278
caracteritico escuro balsdmico maledvel T e
Sitio Belem Baixo Balsamico |\, om Suave | Extremamente | oo o0snes | 3,0£005 | 7,6:024 | 12,2406 | 37,9+0,11 | 3242021 | 0634003 | 0,02¢003 | 390,22 . . 284
I caracteritico balsdmico maledvel e e
Sitio Belem Baixo Balsamico Parda Suave Maleével Heterogénea | 4.0+0,05 | 850,17 | 82+0,22 | 39,0+0,12 | 33,30,19 | 0,62+0,02 | 0,03x0,00 | 280,21 + + 278
I caracteritico balsdmico e e
Baixo ami
Timbira Balfsé)arrt’r;lco Avermelhada|  Forte Maleével Heterogénea | 2:6¥0,09 | 9,1%0,13 26,6023 | 43,6+0,14 | 14,2011 | 044+0,01 | 0,01x0,02 | 310,33 + + 276
Tuina Baixo Forte Marrom Forte e Pouco rigida Heterogénea | 2002 | 2,1%0,23 [10,40,11 23,640,222 | 58,2%0,12 | 402+0,02 | 0,46+0,29 210,31 + + 288 e 352
resinoso esverdeado picante e R
Baixo: até 1.0 % Amarelada, Suave
Parametros Médio: 1 0 % é 5 0 o Balsamico e parda, balsamico Maleavel a Heterogénea Maximo Maximo Maximo Maximo Minimo Minimo Minimo 0,5% | Maximo de Positivo Positivo Picos entre
do MAPA A|i0',>200 o 7Y 71 resinoso | esverdeada, forte e rigida g 5% 8% 25% 40% 35% 5% ou 5 mg/g 22's 200 e 400 nm
POV marrom, etc. | picante

*Requisitos propostos pelo Ministério da Agricultura segundo a IN 03/2001.
Fonte: Autor (2015).
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5. 4. Avaliagdo da atividade antibacteriana

Para as diferentes concentraces das quinze amostras de propolis frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram obtidos os resultados de crescimento
apresentados nas Figuras 17 e 18 e Tabela 10. Neste caso, consideraram-se concentracfes dos
extratos de 50% (500 mg/mL), 25%, 10% e 3% em solucdo alcodlica a 70%. A concentracdo
inibitéria  minima (CIM) foi determinada levando em consideracdo a concentracdo
correspondente a halos de inibicdo com valores maiores ou iguais a 3 mm, valor encontrado

nas placas controles.

Figura 17 - Atividade antimicrobiana dos extratos etanélicos das propolis frente a cepa de

Escherichia coli.
[

PRSLYS ;

CONTROLE E. coli

\

CALDEIRAO

\"\’

MORRO DO BARRIGA |

SITIOBELEM | |
o 3 //

‘

Fonte: Autor (2015).



Figura 18 - Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos das prépolis frente a cepa de

Staphylococcus aureus.

LAJES DO JUCA
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Fonte: Autor (2015).
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Tabela 10 - Valores do halo de inibicdo (mm) para as diferentes concentragfes do extrato de

propolis sobre o crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Halo médio de inibic&o do crescimento bacteriano (mm)

Amostra E. coli (Gram -) S. aureus (Gram +)
50% 25% 10% 3% 50% 25% 10% 3%

Caldeirdo 0 0 0 0 5 3 0 0
Sitio Belém | 0 0 0 0 0 0 0 0
Sitio Belém II 0 0 0 0 0 0 0 0

Aguiar 0 0 0 0 0 0 0 0
Timbira 0 0 0 0 6 0 0 0
Graca 0 0 0 0 3 3 3 3
Granja 0 0 0 0 0 0 0 0
Santo Elias 0 0 0 0 2 0 0 0

Carqueijo 0 0 0 0 8 5 0 0
Lajes do Juca 0 0 0 0 2 0 0 0

Floresta 0 0 0 0 5 5 3 2

Morro do 12 10 9 7 10 9 7 4

Barriga |

Morro do 11 10 9 6 9 7 7 5

Barriga Il

Morro do 11 11 10 6 9 8 6 7

Barriga 111

Tuina 0 0 0 0 10 8 5 3

Fonte: Autor (2015).

A Tabela 10 mostra que a partir dos extratos das amostras de propolis, apenas oito
apresentaram pontencial antimicrobiano, para Gram™ com halos entre 4 e 12 mm.

As concentracdes inibitorias minimas (CIM) frente a E. coli foram de 30 mg/mL
para as amostras do Morro do Barriga |, Morro do Barriga Il e Morro do Barriga Ill. Frente ao
S. aureus os valores de CIM foram novamente de 30 mg/mL para as amostras do Morro do
Barriga 1, Morro do Barriga 1l e Morro do Barriga I1l; 100mg/ mL para a amostra de Tuina;
250 mg/mL para as amostras de Carqueijo e Floresta e 500mg/mL para as amostras de

Caldeirdo e Timbira.
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Estes valores mostraram consideravel atividade inibitoria do crescimento da cepa
de Staphylococcus aureus, ao contrério do observado para a cepa de Escherichia coli, para
qual somente os extratos provenientes das amostras do Morro do Barriga demonstraram
inibicdo antibacteriana.

Bastos et al., (2011) citam a importancia do combate a E. coli como um dos
principais agentes causadores de infeccOes, e para esta bactéria conseguiram inbicdo das
mesmas com extratos etandlicos de propolis com valores de CIM entre 125 e 1000mg/mL.
Park et al., (2000) classificaram as prdépolis com halos de inibicdo para S. aureus com 6 mm
de didmetro, pertencentes ao Grupo 6 e 7, como sendo essas advindas do Nordeste brasileiro.

Borges et al., (2014) encontraram inibicdo frente & S. aureus com extrato de
prépolis e associaram ao elevado teor de flavonoides presente em sua composicdo. Park et al.
(1998) ndo conseguiu demonstrar inibicdo com solucdes alcoodlicas até 20 %.

Sinhorini et al., (2014) encontraram inibicdo para S. aureus a partir de uma
concentracdo de 0,25% e para E. coli a partir de 3% em 4 h de contato, um tempo bem
inferior as 18 h deste estudo. Ainda de acordo com Sinhorini et al., (2014), a ineficiéncia de
alguns extratos de propolis frente as bactérias Gram-negativas pode ser explicado pelo o fato
de que estas bactérias possuirem uma camada lipidica que impedem a acdo dos flavonoides.

Park et al., (1998, 2000) comprovaram a eficacia na inibicdo do crescimento de
Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus epidermidis, Enterococcus spp, S. mutan, S. sanguis,
S. sobrinus, Actinomyces naeslundii, Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa frente a extratos de prépolis a 60, 70 e 80%.

Aradjo e Carvalho (2015) destacam a importancia dos EEP em produtos de
higienizacdo, principalmante, no ambito das industrias de alimentos visto que esse € um
potente agente contra bactérias Gram-positvas e Gram-negativas.

Nedji e Loucif-Ayad (2014) evidenciaram em seus bioensaios uma forte atividade
antibacteriana correlacionada com a composicdo quimica das propolis da Argélia contra
bactérias de importancia na industria de alimentos, sugerindo ser um potencial conservante
natural contra doencas de origem alimentar. Os autores encontraram halos de inibi¢do de 6 a 8
mm para E. coli e 10 a 14 mm para S. aureus, valores estes muito proximos aos encontrados

nesse estudo para as amostras da localidade Morro do Barriga.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos na analise sensorial para as prépolis do Noroeste cearense
mostram que a cor verde e a consisténcia rigida das prépolis indicam maiores valores de
compostos fendlicos, acbes antioxidantes e antimicrobianas satisfatérias.

Do ponto de vista fisico-quimico para os pardmetros de perdas por dessecacao,
cinzas, ceras, massa mecanica e extrato solivel em etanol somente as propolis de Graga,
Morro do Barriga I, Santo Elias, Sitio Bélem (I e 1) e Timbira estiveram fora dos padrbes
legais estabelecidos pela legislacao brasileira.

Especificamente, quando se consideram junto as caracteristicas fisico-quimicas as
propriedades sensoriais e 0s compostos bioativos (derivados fendlicos e flavonoides) somente
as amostras do Morro do Barriga (Il e IllI) atendem a todos os padrées de qualidade
estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil.

As amostras de propolis do Morro do Barriga e Tuina sugerem um potencial de
aditivo natural a ser aplicado em produtos nas industrias de alimentos em funcdo do maior
teor de antioxidantes e acdo antimicrobiana encontrados.

Quanto a bioatividade, compostos fendlicos totais foram observados em todas as
amostras mesmo que em pequenas quantidades. Os valores dentro dos padrdes legais
permitidos foram encontrados somente nas trés amostras provenientes do Morro do Barriga
com valores entre 9,64 e 17,5 mg/g. Estas prépolis também foram as Unicas a apresentar
valores de flavonoides em conformidade com a legislacdo vigente.

Quanto a atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli somente as amostras
do Morro do Barriga apresentaram-se eficientes, com halos de inibicdo de 9 a 12 mm, o que
corrobora com os mais elevados indice de oxidacdo, quantidade de flavonoides, quantidade de
fendlicos totais e capacidade antioxidante observados. A acdo antibacteriana frente aos
Staphylococcus aureus s6 ndo foi consideravel para as amostras de Aguiar, Granja, Santo
Elias, Sitio Belém I, Sitio Belém 1l e Lajes do Juca.

Assim, as amostras provenientes das localidades Morro do Barriga sugerem
valores que poderiam ser utilizados em adi¢do a produtos para consumo humano, Vvisto que na
legislacdo vigente, as mesmas encontram-se na classificacdo como prépolis de alto e médio

teor de flavonoides, componentes estes relacionados as propriedades bioativas das propolis.
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A realizacdo deste trabalho sugere acdes de capacitacdo para 0 manejo adequado
das propolis, contruibuindo na melhoria dos processos de producdo, acondicionamento e

armazenamento e assegurando a qualidade total das mesmas até seu destino final.
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ANEXO | — CURVAS DE CALIBRACAO PARA QUANTIFICACAO DE FENOIS
TOTAIS E FLAVONOIDES TOTAIS

* Padréo de &cido galico para a quantificacdo de fenois totais.
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® Padréo de quercetina para a quantificacdo de flavonoides totais.
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Fonte: Autor (2015).

ANEXO Il — CURVA DE CALIBRACAO PARA QUANTIFICACAO DO RADICAL
ABTS®"

* Padro de trolox para a quantificacio do radical ABTS®".
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