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RESUMO

Propolis € o nome genérico dado ao produto vindo de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas que sdo coletadas pelas abelhas de flores, brotos e
exsudatos de plantas, as quais sao transformadas dentro da colméia com adicao
de cera e pélen (PARK et al., 1998). A prépolis é usada pelas abelhas para vedar
frestas na colméia, protegé-la e impedir a entrada de insetos invasores. Tem sido
alvo de estudo de muitos pesquisadores devido aos seus efeitos antioxidantes,
antiinflamatério e antimicrobiano. Essas propriedades biolégicas estao ligadas a
sua composi¢cao quimica, mais precisamente aos compostos fendlicos que variam
em relacdo a sua estrutura e concentragcdo dependendo da regido de producao,
disponibilidade de fontes vegetais para coleta de resinas, variabilidade genética da
abelha rainha, técnica empregada para producéo e época do ano. O Brasil € muito
bem visto no mercado externo como produtor da propolis organica com
caracteristicas organolépticas de elevado padrao. Sendo assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a composi¢cdao quimica e algumas propriedades bioldgicas da
prépolis verde relacionando-as com a influéncia sazonal. Neste trabalho, as
prépolis de dois apiarios distintos no Estado de Sao Paulo foram classificadas e
avaliadas quanto ao teor de fendlicos totais, flavonoides totais e composicao
quimica por meio de CLAE-FR. Além disso, foi avaliada a atividade antimicrobiana
e antioxidante em diferentes meses. O contetdo de fendlicos totais variou de 82 a
155 mg/g da propolis para o apiario localizado em Mogi Mirim, e de 66 a 115 mg/g
da propolis para o apiario localizado em Aguas de Sdo Pedro. O teor de
flavonodides totais variou de 11 a 31 mg/g da prépolis para o apiario localizado em
Mogi Mirim e de 8 a 18 /g propolis para o apiario localizado em Aguas de Sao
Pedro. A maior atividade antibacteriana foi notada com os extratos etandlicos da
prépolis coletados em Janeiro de 2010, independente do apiario. Sobre a atividade
antioxidante, as amostras de Mogi Mirim mostraram melhor capacidade de
seqiestrar radicais livres quando comparadas com amostras coletadas em Aguas
de Sao Pedro. Foi observada a influéncia da sazonalidade sobre a composicao
guimica quantitativa e atividade biol6gica da propolis dos dois apiarios diferentes

localizados no Estado de Sao Paulo, sendo que a atividade antimicrobiana e
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antioxidante variou em funcao do periodo de coleta e da sazonalidade local. Como
o melhor periodo de coleta da prépolis é durante o verdo, isso provavelmente
influencia as alteragées na concentracdo de compostos bioativos oriundos das

fontes vegetais destas prépolis.

Palavras — chave: propolis, sazonalidade, atividade biol6gica, composicdo

quimica, flavonoides.
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SUMMARY

Propolis is the generic name given to the product obtained from resinous
substances, which is gummy and balsamic, and which is collected by bees from
flowers, buds and exudates of plants. These substances are transformed by the
addition of wax and pollen when into the hive (PARK et al., 1998). Propolis is used
by bees to seal cracks in the hive in order to protect and prevent the entry of
invasive insects. This substance has been studied by many researchers due to its
antioxidant and antimicrobial properties. These biological properties are related to
its chemical composition and more specifically to the phenolic compounds that vary
in their structure and concentration depending on the region of production,
availability of sources to collect plant resins, genetic variability of the queen bee,
the technique used for production and the season in which propolis is produced.
Brazil is well regarded in the international market as a producer of propolis with
organic sensory characteristics of high standard. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the chemical composition and some biological properties of green
propolis relating it to seasonal influence. In this research, the propolis from two
different apiaries in the state of Sdo Paulo were classified and evaluated for total
phenolic content, total flavonoids and chemical composition by RP-HPLC. In
addition, we evaluated the antimicrobial and antioxidant activities in different
months. The total phenolic content ranged from 82 to 115 mg/g of propolis at the
apiary in Mogi Mirim; and from 66 to 115 mg/g of propolis at the apiary in Aguas de
Sao Pedro. The total flavonoid content ranged from 11 to 31 mg/g of propolis at the
apiary in Mogi Mirim and from 8 to 18 mg/g of propolis at the apiary in Aguas de
Sao Pedro. The highest antibacterial activity was noticed with the ethanol extracts
of propolis collected in January 2010 regardless the apiary. Regarding the
antioxidant activity, the samples from Mogi Mirim showed better ability to scavenge
free radicals when compared to samples collected in Aguas de Sdo Pedro. The
influence of seasonality on quantitative chemical composition and biological activity
propolis from two different apiaries located in the State of Sdo Paulo was
observed, so that the antimicrobial and antioxidant activities varied depending on

the sampling period and the local seasonality. Finally, since the best period for
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collection of propolis is during the summer, this will probably change the

concentration of bioactive compounds from these plant sources of propolis.

Keywords: propolis, seasonal, biological activities, chemical composition,

flavonoids.
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1. INTRODUCAO

Com as modificagées no estilo de vida, tem-se observado o aumento do
namero de casos de pessoas com doencas cronicas nao-transmissiveis, doencas
cronico-degenerativas, assim como, sintomas de cansacgo, depressao e irritacao
que sao caracterizados como estresse, decorrentes de fatores dietéticos
(qualidade e quantidade de alimentos ingerida inadequadamente), fatores
psicolégicos e ambientais (ANGELIS, 2001; PADILHA, PINHEIRO, 2004).

Na década de 80 foi lancado no Japdo, uma nova concepg¢ao sobre
alimentos, com o objetivo de desenvolvimento de alimentos saudaveis para uma
populacdo que apresentava uma grande expectativa de vida. Surgiu entdo o
conceito de alimentos funcionais, que devem apresentar além das propriedades
nutricionais basicas, propriedades benéficas a saude por conter moléculas
biologicamente ativas que desempenham um papel fisioldgico no organismo
promovendo beneficios especificos a salde dos individuos que os consomem com
regularidade (MORAES, COLLA, 2006).

Nesse contexto, os produtos apicolas surgem como uma alternativa na area
alimenticia por demonstrarem propriedades terapéuticas (GHISALBERTI, 1979).
Esses produtos sdo conhecidos na medicina tradicional, e de fato apresentam um
longo histérico quanto ao seu uso terapéutico (NAKAJIMA et al., 2009).

Prépolis € o nome genérico dado a resina, de coloracdo e consisténcia
variada, coletada pelas abelhas da espécie Apis mellifera de diferentes partes das
plantas como broto, botbes florais e também exsudados resinosos, sendo
transportados para dentro das colméias (GHISALBERTI, 1979). No Brasil, as
prépolis foram classificadas em 12 grupos distintos, de acordo com suas
caracteristicas fisico-quimicas (PARK, et al., 2000). Atualmente foi descoberto um
novo grupo, classificado como grupo 13 (G13), encontrado na regido Nordeste do
Brasil (DAUGSCH et al., 2008).



Entre os tipos da prépolis produzida no Brasil, a propolis verde classificada
como grupo 12 (G12) tem conquistado a preferéncia no mercado mundial por
apresentar facilidade ao ser triturada (SALATINO et al., 2005), e também por suas
propriedades terapéuticas. Sua composicdo quimica é complexa e variada,
estando intimamente relacionada com a ecologia da flora de cada regido visitada
pelas abelhas.

Considerando a biodiversidade de diferentes regides geograficas do Brasil e
que fatores como chuva e variacbes de temperatura afetam a composicao
quimica, investigacbes sobre a variagdo sazonal sao importantes ndao sé para
interesse académico, mas também para padronizacdo quimica e biolégica de um
determinado tipo da prépolis (SIMOES-AMBROSIO et al., 2010).

Os efeitos terapéuticos da prépolis sdo atribuidos aos diversos compostos
fendlicos encontrados em resinas e exsudatos de vegetais. Destes, os flavondides
podem ser considerados os principais compostos, encontrando-se ainda, alguns
acidos fendlicos e seus ésteres, aldeidos fendlicos, alcodis e cetonas (PARK et al.,
2000).

Considerando-se que a procura pela propolis tem crescido nos ultimos
anos, principalmente pelo interesse da populagdo para os chamados produtos
naturais, o levantamento de dados que contribuam para o conhecimento de

fatores que possam interferir na qualidade do produto, sdo de suma importancia.

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da sazonalidade
sobre a composicao quimica e algumas propriedades biolégicas da prépolis do
grupo 12, de dois apiarios no Estado de Sao Paulo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Abelhas

As abelhas séo insetos sociais, vivem em colénias organizadas sendo que
cada membro da colméia desempenha uma funcdo. A colméia € composta por
uma abelha rainha, 5.000 a 100.000 abelhas operarias, 0 a 400 zangdes
(PEREIRA et al., 2003).

A Tabela 1 ilustra as fungdes das abelhas operarias na colméia de acordo
com a idade, sugeridas por PEREIRA et al.(2003).

Tabela 1. Funcdes executadas pelas operarias de acordo com idade.

Periodo Funcao
1°ao 5°dia Limpeza dos alvéolos
5°ao 10°dia Nutrizes — alimentacao das larvas em desenvolvimento
11°ao 20°dia Producéao de favo e mel
18°ao0 21°dia Defesa da colméia e controle da temperatura
22°até morte Campeira — coleta polen, néctar, resinas e agua

A éarea de vbo de uma abelha Apis mellifera pode abranger um raio de 4 - 5
Quildmetros (Km) em torno da colméia sendo que as abelhas campeiras coletam
poélen e néctar para alimentacdo assim como resina para a prépolis. Nao se
conhece os fatores que direcionam a preferéncia das abelhas coletoras de resina
por uma determinada fonte vegetal, sabe-se apenas que elas sdo seletivas nesta
coleta (MENEZES, 2005).



2.2 Propolis

Ao longo da histéria, 0 homem tem domesticado as abelhas e feito o uso de
seus produtos por apresentarem propriedades aplicaveis a saude humana
(BURDOCK, 1998). O uso da prépolis apresenta relatos de uso ha pelo menos
300 A.C. quando suas qualidades resinosas e gomosas foram utilizadas
(GHISALBERTI, 1979). Seu emprego ja era descrito pelos assirios, gregos,
romanos, incas e egipcios. No antigo Egito (1700 A.C., “cera negra”) era utilizada
como um dos materiais para embalsamar os mortos (PEREIRA et al., 2002). No
inicio do século passado quando os estudos comecaram, os trabalhos
concentraram-se sobre composicao quimica, propriedades farmacoldgicas e

preparacdes comerciais.

Propolis € o nome genérico dado ao produto vindo de substancias
resinosas, gomosas e balsamicas, coletadas pelas abelhas de brotos, flores e
exsudados de plantas e misturados com cera e pdlen (PARK et al., 1998).

A prépolis é usada pelas abelhas para selar as colméias, proteger contra
invasores externos e mumificacdo da carcaca de outras abelhas ou outros
pequenos animais que tenham morrido dentro da colméia (MENEZES, 2005; XU
et al., 2009).

A Figura 1 ilustra a coleta de exsudatos de brotos de Baccharis
dracunculifolia pela abelha Apis mellifera, transporte de material para a colméia

para a producao da propolis.



Figura 1. Coleta da resina de B. dracunculifolia por Apis mellifera para produgao
da prépolis.

(A) Apis mellifera coletando apices foliares de B. dracunculifolia; (B) abelha guardando o material
coletado dentro de suas corbiculas, nas patas; (C) em seguida o material sera transportado para a

colméia; (D) na colméia o material € misturado com a secrecgéao salivar para a formacao da prépolis

(E) deposigao da propolis verde nas frestas da colméia.

(Fonte: SOUZA, 2007)



2.3 Composicao quimica da Prépolis

Alguns compostos fendlicos estdo presentes em todas as amostras,
enquanto outros ocorrem somente em propolis coletadas de espécies particulares
de plantas. Pelo menos 200 componentes diferentes ja foram identificados em
amostras da propolis de origens diversas, dentre esses, acidos graxos e fendlicos,
ésteres, ésteres fendlicos, flavondides (flavonas, flavononas, flavondis, di-
hidroflavonéis, etc.), terpenos, B-esterdides, aldeidos e alcodis aromaticos,
sesquiterpenos e naftaleno (VARGAS et al., 2004).

Os compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducao, além disso, sdo
formados em condicdes de estresse como infeccdes, ferimento, radiacées UV,
dentre outras (ANGELO, JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos sao definidos quimicamente como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus
grupos funcionais. Dentre os compostos fendlicos existentes destacam-se os
flavonoides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e
tocoferéis (ANGELO, JORGE, 2007).

Alguns dos flavondides e acidos fendlicos encontrados na prépolis sao:
flavonodis entre eles camferol, quercetina, isorramnetina e galangina; as flavonas
apigenina, luteolina, crisina e tectocrisina; flavanona pinocembrina e diidroflavonol
pinobancsina. J& os &cidos fendlicos mais comuns sdo &acido ferulico, acido
cafeico, acido galico, acido cumarico (MARCUCCI, WOISKY, SALATINO, 1998).

A Tabela 2 mostra alguns compostos que foram identificados em propolis
coletadas na regido sudeste do Brasil.



Tabela 2. Compostos identificados em prépolis coletadas na regido sudeste do
Brasil.

Autor/Ano Regiao Compostos
MARCUCCI et al.(2000) Sudeste ~Acido cafeico
Acido — p — cumarico
Acido ferulico
Pinobanksina
Derivado kaempferol
Cinco outros compostos fenélicos

TAZAWA et al. (1998) Minas Isosakuranetina
Gerais Pinocembrina
Dihidrokamferide
Kamferide
) Betuletol
PEREIRA et al. (1998) Rio de Acido cinamico, benzédico
Janeiro Kamferide
Betuletol
BOURDOROVA - Sao Paulo Kamferide
KRASTEVA et al.(1997) 2 derivados do &cido cinamico
BANKOVA et al. (1998) Acido cumarico

Aromadendrina — 4’-metileter
5,6,7-triidrqxi-3,4’-dimetoxif|avona
Acido ferulico

A Figura 2 ilustra as principais estruturas quimicas de alguns compostos
fendlicos encontrados na propolis.
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Figura 2. Estruturas quimicas dos principais flavonéides encontrados na prépolis.




2.4 Classificacao das Propolis brasileiras

PARK et al. (2000) e DAUGSCH et al. (2008) relataram que cerca de 500
amostras da prépolis foram coletadas em todo o territério brasileiro exceto na
regiao Norte, para a classificacdo das prépolis brasileiras de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas e localizacdo. Até o momento foram classificados
13 grupos da prépolis e pesquisas devem ser realizadas em busca da propolis
com novas caracteristicas, ja que o Brasil € um pais com vasto territério e com

uma rica biodiversidade.

Na Tabela 3 encontra-se a classificacdo das prépolis brasileiras, de acordo

com suas caracteristicas fisico-quimicas e localizacao.

Tabela 3. Classificacdo das prépolis brasileira, de acordo com suas caracteristicas

fisico - quimicas e localizagéo.

Extrato Etandlico da Propolis

Grupos e Substéancias Origem da
or Soluveis (%) Propolis
Grupo 1 (RS5) Amarelo 63,0 Regiao Sul
Grupo 2 (RS1) Castanho Claro 57,5 Regiao Sul
Grupo 3 (PR7) Castanho Escuro 65,0 Regiao Sul
Grupo 4 (PR8) Castanho Claro 54,5 Regiao Sul
Grupo 5 (PR9) Marrom Esverdeado 58,7 Regiao Sul
Grupo 6 (BA11) Marrom Avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BA51) Marrom Esverdeado 43,8 Regiao Nordeste
Grupo 8 (PE5) Castanho Escuro 41,3 Regido Nordeste
Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 Regido Nordeste
Grupo 10 (CE3) Amarelo Escuro 24,1 Regidao Nordeste
Grupo 11 (PI11) Amarelo 23,1 Regido Nordeste
Gupo12(SP12) Verde ou Marrom 61,0 Regido Sudeste
Esverdeado

(Fonte: PARK et al., 2000)



PARK et al. (2000), observaram que fatores como a ecologia vegetal da
regiao onde a prépolis foi coletada, a variabilidade genética das rainhas, locais e
época de coleta e a técnica empregada para producdo (tipos de coletores),

influenciam nas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas da prépolis.

2.5 Origem vegetal da Propolis

No Brasil, existem diversas espécies vegetais para a retirada de resina. No
entanto, poucas foram as espécies identificadas até o momento. As plantas assa-
peixe, aroeira, alecrim e eucalipto sdo alguns exemplos de vegetais onde as
abelhas buscam a matéria-prima para producéo da prépolis (PARK et al., 2000). O
melhor indicador da origem botanica da prépolis é a analise da sua composicao
quimica comparada com a provavel fonte vegetal. A determinacdo da origem
geografica aliada a fenologia da planta hospedeira € um aspecto importante no
controle de qualidade e até mesmo na padronizacao das amostras da prépolis

para uma efetiva aplicacao terapéutica (PARK et al., 2002).

PARK et al. (2004) realizaram um estudo onde foi possivel determinar
guantitativamente e qualitativamente a origem boténica da prépolis do G12 através
da comparacao dos compostos separados por CLAE-FR com padrdes auténticos
de compostos fenodlicos e flavondides. Os autores concluiram que Baccharis
dracunculifolia é a origem botanica para a prépolis do G12 sendo assim a principal
fonte natural da propolis verde. A espécie € conhecida popularmente como
“vassorinha-campo” podendo ser encontrada nas regides Sul e Sudeste do Brasil
sendo também encontrada no cerrado Mato-Grossense. Germinam mais
eficientemente em regides com presenca de luz, o que indica que a planta
necessita de luminosidade (PEGORINI et al., 2008). Algumas folhas contém
secrecoes volateis e Oleos volateis, conferindo aroma tipico da prépolis verde. Os
Oleos volateis presentes nas folhas da espécie Baccharis dracunculifolia € extraido

e vendido com o0 nome de 6leo de vassoura (SALANTINO, et al., 2005).
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2.6 Sazonalidade

As variacbes sazonais devem ser consideradas para a escolha da melhor
época de coleta da prépolis para obtencdo de um produto com maior
concentracdo de compostos bioativos. A variacdo sazonal também fornece
informacdes sobre as fontes vegetais da propolis possibilitando a alteracdo da
vegetacdo ao redor das colméias para otimizacdo da producdo e obtencao de
maior concentracao de compostos bioativos da propolis (BANKOVA et al., 1998).

O estudo da influéncia da sazonalidade sobre a composicdo quimica e
sobre as atividades biologicas da prdpolis ainda € uma questdo em aberto para a
comunidade cientifica ja que sdo poucos os trabalhos realizados nessa area.

As abelhas oriundas do hemisfério Norte coletam prépolis somente no
verdo incluindo o final da primavera e inicio do outono totalizando
aproximadamente quatro meses. Considerando que nos meses de frio intenso as
abelhas ndao saem das colméias para coletar material para a producao da prépolis,
nao é relevante a investigacao sobre a variacdo sazonal em relacao a composicao
quimica nestas regioes (BANKOVA et al., 1998).

Entretanto no Brasil, a coleta da prépolis € realizada durante todo ano,
devido ao clima tropical, sendo que a oscilacdo de temperatura (baixa e alta) ndo
€ extrema, possibilitando que as abelhas saiam da colméia para coleta de material

para producao da prépolis.

Os fatores responsaveis pelo acumulo de metabdlitos secundarios que
alteram a composicdo quimica da propolis podem ser visualizados na Figura 3.
Dentre eles se destacam indice pluviométrico, radiacdo UV, ritmo circadiano,
composicao atmosférica, herbivoria e ataque de patdgenos, idade da planta,
temperatura e altitude.
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Ritmo circadiano

rf\.
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indice pluviométrico
' Radiagdo UV

/ Composicdo CO, SO,
/ atmosférica NO, O,

== Herbivoria e
Ataque de patégenos

Sazonalidade

Figura 3. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos

secundarios em plantas.

(Fonte: GOBBO-NETO, LOPES, 2007)

BANKOVA et al. (1998) estudaram os efeitos das variacbes sazonais na
composi¢ao quimica da propolis brasileira, de duas subespécies de abelhas, a
Apis mellifera africanizada e a Apis mellifera ligustica européia. Os principais
componentes das amostras das prépolis foram os compostos fendlicos,
especialmente os derivados do acido cinamico, em que houve predominancia dos
diterpenos na amostra obtida no outono, produzida da subespécie de Apis
mellifera ligustica. Nas prépolis produzidas pelas duas subespécies de abelhas os
diterpenos foram identificados atingindo seu percentual maximo no outono e
estavam ausentes durante as outras estagdes. Os autores concluiram que as duas
subespécies coletavam resinas do mesmo grupo de plantas para a producao da
prépolis e que essas fontes deveriam ser identificadas para melhor correlacao.

SFORCIN et al. (2000) estudaram o efeito da sazonalidade na atividade
antibacteriana da propolis brasileira. Observaram in vitro a atividade
antimicrobiana das propolis coletadas nas quatro estacdes, sobre micro-

organismos isolados de infec¢gdes humanas. Verificaram que o crescimento de
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bactérias Gram - positivas é inibido em baixas concentragdes da propolis
enquanto bactérias Gram — negativas sdo menos susceptiveis. Nao houve
diferenca estatistica significativa em relagdo ao efeito sazonal na prépolis e na
curva de sobrevivéncia de Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e
observaram apenas a agao antimicrobiana eficaz contra as bactérias Gram —

positivas.

SANTOS et al. (2003) analisaram amostras da propolis brasileira, os
autores estudaram as propriedades fisico-quimicas, origem vegetal e atividade
antibacteriana em periodontopatégenos. As amostras foram coletadas em estacao
seca e estacado chuvosa em um apiario localizado no cerrado brasileiro. Nao foram
observadas diferencas significativas no perfil de compostos fendlicos e nas
concentragdes de flavonoides totais nas amostras coletadas em diferentes
estacdes. No teste de atividade antibacteriana, as 16 cepas de Actinobacillus
actinomycetemcomitans testadas foram inibidas pela propolis nas concentracoes
de 0,1% a 0,25%. Os autores concluiram que nao houve efeito da sazonalidade

sobre a atividade inibitéria da prépolis.

CASTRO et al. (2007) estudaram a influéncia da sazonalidade na atividade
antibacteriana e composicao fendlica da prépolis da regido sudeste e nordeste do
Brasil. Concluiram que, ao longo dos periodos de safra apicola estudados, a
sazonalidade influenciou a atividade antibacteriana das prépolis da regido sudeste
e nordeste, devido a alteracao na concentracdo de compostos bioativos oriundos
das fontes vegetais destas prépolis demonstrando assim que a atividade
antibacteriana pode variar em fungdo do periodo de coleta e da sazonalidade

local.

TEIXEIRA et al. (2010) estudaram a variacdo sazonal, composicao quimica
e atividade antioxidante de amostras das prépolis brasileiras de trés localidades do
Estado de Minas Gerais. Foram encontrados altos teores de compostos fendlicos
e alta atividade antioxidante nas amostras do municipio de Itapecerica e Paula
Candido. Na amostra coletada no municipio de Virginépolis ndo foi detectada a
presenca de compostos fendlicos e nao foi exibida nenhuma atividade
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antioxidante. Foi observada uma variagdo consideravel no total de substancias
fendlicas e atividade antioxidante nas amostras coletadas mensalmente, em
Itapecerica no periodo de um ano. Nao houve correlagdo entre a atividade
antioxidante e o conteudo de fendlicos totais, e entre a atividade antioxidante e
teor de artepelin C.

SIMOES — AMBROSIO et al. (2010) avaliaram o papel da sazonalidade na
producdo de alguns compostos bioativos e o efeito dessas propolis sobre o
metabolismo oxidativo de neutréfilos a partir de amostras coletadas mensalmente,
no periodo de Novembro de 2001 a Outubro de 2002 na cidade de Cajuru - MG.
Os perfis apresentados por CLAE dos extratos das amostras da prépolis foram
bastante semelhantes, mas houve uma grande variacdo em termos de perfil
quantitativo. Observaram a possibilidade da aromadendrina 4'-metil-éter e da
bacarina desempenharem um papel essencial na atividade antioxidante, enquanto
que o artepilin C ndo seria muito importante para este efeito. Os extratos que
apresentaram maior atividade antioxidante foram produzidos em Maio, Junho e
Agosto, e ndao apresentaram citotoxicidade em 25 ug/mL. A quercetina foi utilizada

como controle e ndo foi toxica para os neutréfilos na concentragéo de 8,5 pg/mL.

SOUZA et al. (2010) avaliaram o efeito da sazonalidade sobre algumas
caracteristicas fisico-quimicas dos extratos alcodlicos da propolis obtida
mensalmente, durante um ano, por diferentes técnicas em colméias de abelhas
Apis mellifera africanizada. De acordo com os resultados obtidos os autores
concluiram que as propriedade fisico-quimicas analisadas nao foram influenciadas

pelo tipo de coletor utilizado para producao da prépolis e pela sazonalidade.

Nos estudos realizados por BANKOVA et al. (1998); SFORCIN et al. (2000);
SANTOS et al. (2003); SOUZA et al. (2010) a sazonalidade foi avaliada por
estacao climatica e ndo mensalmente. Dessa forma nao foi possivel observar a
influéncia da sazonalidade sobre as propriedades fisico-quimicas, composicao
quimica e atividade antibacteriana das propolis.

Nos estudos realizados por CASTRO et al. (2007); TEIXEIRA et al. (2010);
SIMOES-AMBROSIO et al. (2010) a influéncia da sazonalidade foi avaliada
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mensalmente sendo possivel verificar a variacdo que ocorre quanto ao teor de
compostos fendlicos, atividade antibacteriana e atividade antioxidante das

propolis.

A variacdo sazonal pode levar a diminuicdo de alguns componentes
biologicamente ativos, como no caso dos compostos fendlicos, e ao aumento de
outros, por exemplo, acidos diterpénicos. Assim pode-se estimar que algumas
atividades biolégicas, relacionadas a estes compostos (antibacteriana e
antifingica) sejam similares em diferentes estacdes do ano (NUNES et al., 2009).
Até o momento nao foi esclarecido a razao pela qual a sazonalidade tem influéncia

sobre a composicao quimica da prépolis (XU et al., 2009).

2.7 Métodos de Extracao da Propolis

O método de extracao e o solvente utilizado é outro fator que pode alterar a
composigdo quimica final. Muitos produtos comerciais, como, comprimidos,
capsulas, ampolas e xaropes sao confeccionados a partir da extracao da prépolis
com alcool etilico. O metanol é apenas utilizado para fins de pesquisa. Algumas
variedades da propolis apresentam solubilidade em agua, dessa forma a extracao
em agua também deve ser considerada para estudo (XU et al., 2009).

MELLO (2008) estudou uma técnica de concentracao do extrato da prépolis
utilizando nanofiltracdo j4 que o0 uso da solucdo alcodlica apresenta o
inconveniente de deixar sabor residual. Os resultados obtidos foram positivos, ja
gue houve grande retencao de flavonoides sendo de aproximadamente 100% para
solucdo aquosa e 94% para solugcdo alcodlica, tornando o processo viavel e

promissor para uso industrial.

2.8 Efeitos Terapéuticos da Prépolis

Os efeitos terapéuticos tém sido atribuidos aos diversos compostos
fendlicos que compdem a propolis e que estdo largamente distribuidos no reino
vegetal, sendo os responséaveis pela atividade biolégica e farmacoldgica (PARK et
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al., 2000; CHAILLOU, NAZARENO, 2009). Os compostos quimicos mais
conhecidos e suas respectivas atividades biolégicas séo: quercetina que
apresenta atividade imunomodulatéria e antitumoral (ORSOLI'C et al., 2004);
canferide que mostra atividade antioxidante (SALATINO et al., 2005);
pinobancsina; acido cumarico; apigenina; pinocembrina; crisina; galangina; acido
ferdlico; acido caféico (CA) que apresentam atividade imunomodulatéria e
antitumoral (ORSOLI'C et al., 2004).

O artepelin C é o acido 3,5 — diprenil — p — cumarico, o maior constituinte (>
5%) da propolis brasileira (NAKANISHI et al., 2003) que tem como fonte de
compostos de origem vegetal a planta Baccharis dracunculifolia (MARCUCCI et
al., 2001; PARK et al., 2004). Esse composto apresenta atividade antimicrobiana
(SALOMAO et al., 2004), antitumoral (KIMOTO et al., 1996, 2000, 2001 a, b;
SHIMUZI et al., 2005; ORSOLIC et al., 2006), indutor de apoptose (MATSUNO et
al., 1997; PAREDES-GUZMAN et al., 2003), imunomodulador (KIMOTO et al.,
1998; GEKKER et al., 2005) e antioxidante (HAYASHI et al., 1999; NAKANISHI et
al., 2003; SIMOES et al., 2004).

As propriedades terapéuticas abrem possibilidade de aplicacao da propolis
tanto na industria farmacéutica quanto alimenticia (PARK et al., 2000). Diversos
produtos contendo propolis vém sendo comercializados em todo o mundo,
principalmente no Japéo, tais como balas, chocolates, doces, xampus, cremes
para pele, solugcdes anti-sépticas, pastas de dente, entre outras como um
ingrediente funcional (PARK et al., 2000; SOUZA et al., 2007).

O isolamento de compostos abre a possibilidade do desenvolvimento de
produtos farmacéuticos sofisticados. Exemplo disso € o Artepellin C que ja foi
citado anteriormente em relacdo as suas propriedades biolégicas (SALATINO et
al., 2005). No entanto, os compostos presentes na propolis apresentam-se em
quantidades e formas diferentes dificultando, assim, sua padronizacdo. Alguns
compostos nao se mostram eficientes em relacdo a sua atividade biologica,
devendo assim visar a separacdo e purificacdo dos compostos que possam
apresentar algum tipo de atividade bioldgica eficaz. Além dos efeitos individuais
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dos constituintes, pode existir efeito sinérgico entre os compostos, conferindo
assim diferentes atividades farmacolégicas sendo necessario mais estudos
detalhados (XU et al., 2009).

Apenas os compostos presentes em maior concentragdo sdo geralmente
isolados e estudados. A andlise de substancias ativas € muito mais complexa e
longa, ja que geralmente os compostos presentes em menor propor¢dao na planta
sao os que apresentam melhores efeitos biolégicos (CECHINEL FILHO, YUNES,
1998). Na Figura 4 observam-se as etapas basicas que podem ser seguidas
quando se procura obter principios ativos de plantas.

[ Planta J
Teste Extrato Extrato Teste
Bioldégico Bruto semipuro Bioldgico

Procedimento
Cromatografico
4

Elucidacgdo * Fragdes Teste
estrutural * Compostos puros Bioldgico
Modificagdo
estrutural
Teste

Bioldégico

Sintese de
analogos

Teste
Bioldégico

Figura 4. Etapas basicas para obtencéo de principios ativos de plantas.

Relagdo
estrutura - atividade

(Fonte: CECHINEL FILHO, YUNES, 1998)
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2.9 Importancia Econémica da Propolis

Grande parte da populagao, residente em paises orientais reconhece a
prépolis como uma alternativa natural tendo como significado nutricao e cuidado
com a saude, manifestando grande interesse na importacéo da prépolis brasileira.

Estudos sobre a producgédo apicola no Brasil mostram dados contraditérios
quanto ao numero de apicultores e colméias, producao e produtividade (PEREIRA
et al., 2003).

Os dados conflitantes refletem a dificuldade em se obterem informacdes
precisas quanto a producédo e comercializacao no setor agropecuario, entretanto,
conseguem passar a idéia da importancia dessa atividade para o pais (PEREIRA
et al., 2003).

Segundo dados de exportacao (Tabela 4), observam - se que o Estado de
Minas Gerais seguido do Estado de S&o Paulo sao os principais Estados
exportadores de cera de abelha bruta na qual a propolis é contabilizada. Vale
lembrar que esses dados nao possibilitam uma analise mais precisa do mercado
de cera de abelha e da prépolis, por, muitas vezes, comportarem produtos
distintos sob a mesma classificagao.
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Tabela 4. Exportacao de cera de abelha bruta (cera de abelha; prépolis) —
Janeiro a Dezembro de 2008 a 2010 *NCM 1521.90.11.

Estado 2008 2009 2010

Us$ Peso (Kg) Us$ Peso (Kg) Us$ Peso (Kg)
Minas Gerais 85.047 1.400 99.687 1.612 185.200 2.475
Parana 12.000 100
Piaui 6.614 1.000 3.203 500
Rio Grande do Sul 1.958 98 1.302 6
Séao Paulo 34.237 330 45.104 283
Nao Declarada 20.779
Total 114.398 376 138.429 2.448 242.304 2.858
Total — Brasil US$/Kg 39,80 56,55 84,78

(Fonte: SEBRAE, 2010)

Em todo o mundo, principalmente o Brasil e Japao registra-se um aumento
significativo no consumo de extrato da prépolis, devido as suas caracteristicas
funcionais (DIAS, 2007). O consumo esta estimado em cerca de 700 - 800
toneladas por ano (SILVA et al., 2006).

2.10 Legislacao

O grande potencial do uso da prépolis tem aumentado o interesse no
controle de qualidade e padronizacao das preparacdes (ALMEIDA - MURADIAN,
2008).

No Brasil, os produtos apicolas sao registrados no Ministério da Agricultura
e apresentam legislacdes especificas. E utilizado o (Instrugdo Normativa n3 de 19
de janeiro de 2001).

A propolis é classificada quanto ao seu teor de flavondides: baixo teor (até
1,0% m/m), médio teor (entre 1,0 e 2,0%) e alto teor (acima de 2,0%). Deve

possuir aroma caracteristico (balsamico e resinoso); cor variando entre amarelada,
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parda, esverdeada, marrom e outras; sabor caracteristico variando de suave
balsdmico a forte picante; e sua consisténcia a temperatura ambiente deve estar

entre maleavel e rigida.

As variacbes em suas caracteristicas se devem a dependéncia da origem
botanica. Deve apresentar granulometria heterogénea e 0s seguintes requisitos

fisico-quimicos:

. Perda por dessecagao: maximo 8,0% (m/m);

. Cinzas: maximo 5,0% (m/m);

. Cera: maximo 25% (m/m);

. Compostos fendlicos: minimo 5,0% (m/m);

. Flavondides: minimo 0,5% (m/m);

. Atividade de oxidacao: maximo de 22 segundos;
. Massa mecénica: maximo 40% (m/m);

. Soluveis em etanol: minimo 35% (m/m).

No teste de espectro de absorcao de radiacdes ultravioleta e visivel, a propolis
devera apresentar picos caracteristicos das principais classes de flavonéides entre
200 e 400 nm.

A prépolis por ser um produto natural e apresentar variagdo na sua
composi¢do decorrente de fatores ambientais e apresenta resisténcia quanto a

sua utilizacao.

Nem todos os paises tém legislacado prépria. No Brasil, onde ha legislacéao
especifica, sdo estabelecidos os limites, poréem os métodos de analise ndo sao
definidos (ALMEIDA - MURADIAN, 2008).

O controle de qualidade deve garantir que o extrato etanélico da propolis
tenha a quantidade suficiente de compostos bioativos para promover um efeito
fisioldgico positivo sobre a saude dos individuos que os consome.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral do trabalho foi o estudo da prépolis verde de dois apiarios do
Estado de Sao Paulo, com o intuito de se verificar a influéncia da sazonalidade

sobre a composicao quimica e algumas propriedades bioldgicas.

Objetivos Especificos

- Classificar as amostras de acordo com sua origem botanica e suas

caracteristicas fisico-quimicas;

- Identificar e quantificar as fragcdes de flavondides presentes nas amostras da
prépolis provenientes de dois apiarios do Estado de Sao Paulo, mensalmente,

durante um ano;
- Avaliar a atividade antimicrobiana e a capacidade antioxidante;

- Verificar a influéncia da sazonalidade sobre a composicao quimica e atividade
bioldgica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Propolis

4.1.1 Coleta das amostras da propolis

Para a escolha dos locais de coleta das amostras, foi realizado um
levantamento dos apiarios existentes no Estado de Sao Paulo por meio do site de
busca online Google utilizando como palavras-chave: apiarios, Estado de Séao
Paulo. A Associacdo Paulista de Apicultores Criadores de Abelhas Melifica
Européias (APACAME) ndo possui um mapeamento dos apiarios existentes no
Estado de Sao Paulo, porém constam 7.410 apicultores registrados na
associacgao.

Dos apiarios encontrados através do site de busca online, foi feito contato
com dez apicultores, dos quais apenas dois mostraram interesse e aceitaram

participar da pesquisa.

O material foi coletado diretamente nos apiarios (mensalmente, totalizando
um ano de coleta), raspando-se a prépolis produzida nas fendas entre a parte
inferior da tampa e a melgueira superior da colméia. Apds a raspagem, o material
coletado foi acondicionado em sacos plasticos devidamente etiquetados e
armazenado em refrigerador (4C) até o momento da s ua utilizagcdo como descrito
por IKEGAKI, 2001.

Foram coletadas 66 amostras da prépolis bruta de duas regides do Estado
de Sao Paulo localizadas na cidade de Mogi Mirim (referente a coordenada UTM -
202492E, 7495838N; altitude 632m) e Aguas de Sao Pedro (referente a
coordenada UTM - 305448E, 7515862N; altitude 470m), sendo que as cidades
encontram-se distantes - 150 Km uma da outra como se pode observar na Figura
5.

O total de caixas com colméias presentes nos locais de coleta foram
dezoito em Mogi Mirim e dez em Aguas de Sdo Pedro. Foram escolhidas trés

caixas de forma aleatéria para o estudo. A coleta foi realizada diretamente nos
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apiarios, onde foi feita a identificagcdo de cada caixa, de modo que fosse possivel o

retorno em cada colméia durante o periodo de coleta.
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Figura 5. Localizacao das cidades de coleta de amostras da propolis no Estado de

Sao Paulo.

4.1.2 Tratamento das amostras da prépolis Bruta

Antes do manuseio, as amostras foram examinadas para a retirada de
eventuais impurezas como pedagcos de madeira, abelhas mortas e cera para a
obtencao de amostras mais puras como sugerido por KOO, 1996.

4.1.3 Preparo dos Extratos Etandlicos da prépolis (EEP)

Segundo metodologia descrita por PARK et al. (1998) as amostras da
prépolis bruta foram trituradas em almofariz. Amostras de um grama foram
transferidas para tubos de centrifuga com tampa contendo 12,5 mL de etanol 80%
(Etanol, P.A., 99,5GL - Ecibra Cetus Ltda — Sdo Paulo - Brasil). A extracao foi
realizada em banho—maria (Polyscience — Estados Unidos da América) a 70°C por
30 minutos com agitacdo a cada 5 minutos. Apds a extracdo as amostras foram
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centrifugadas (Beckman Coulter Allegra X-22R — Estados Unidos da América) a
7.100 x g por 10 minutos a 5°C. Os sobrenadantes obtidos foram armazenados
em tubos de ensaio com tampa de rosca, em refrigerador (4C).

4.2 Determinacoes Qualitativas dos Compostos Fendlicos presentes nos
Extratos Etandlicos da proépolis

4.2.1 Determinagdo do Espectro de Absorcdo dos Extratos Etandlicos da
prépolis (UV — Scanning)

A metodologia utilizada foi de acordo com PARK et al. (1998) onde os
Espectros de Maxima Absorgcao dos Extratos Etandlicos da Propolis (EEP) foram
determinados na faixa de 200 a 800 nm (Beckman Coulter modelo DU 640 —
Estados Unidos da América). Misturas de 6 yL do EEP preparados conforme item
4.1.3 com 15 mL de etanol 80% (Etanol, P.A., 99,5G L - Ecibra Cetus Ltda — Sao

Paulo - Brasil) foi preparado para posterior medigao.

4.2.2 Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa dos Extratos Etandlicos da prépolis

De acordo com PARK et al. (2002) aliquotas de 3 uL dos EEP preparados
conforme item 4.1.3 foram aplicadas em placas de RP18F254S (Merck - Alemanha)
de 0,2 mm de espessura (10X10cm). Como fase movel foi empregada etanol/agua
(55:45, v/v) (Etanol, P.A., 99,5GL - Ecibra Cetus Ltda — Sao Paulo - Brasil). A fase
mével foi deixada na cuba por 10 minutos para saturacdo da mesma e
posteriormente iniciou-se a corrida cromatografica. O tempo de corrida foi de 100
minutos. Apos a corrida a placa foi seca com o auxilio de um secador e entdo
exposta a luz ultravioleta em uma lampada UV Cole Parmer (UVP-UVGL - 58 —
CA — Estados Unidos da América) no comprimento de onda de 366 nm para
observacado das bandas e fotografia das placas. O perfil de compostos separados
por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia foi utilizado para auxiliar
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a classificacdo das amostras das prépolis quanto ao grupo como proposto por
PARK et al. (2000).

4.3 Determinacoes Quantitativas dos Compostos Fendlicos presentes nos
Extratos Etanodlicos da propolis

4.3.1 Determinagcédo de Compostos Fendlicos Totais

A determinacao de compostos fendlicos totais foi feita conforme descrito por
WOISKY, SALATINO (1998) através do método espectrofotométrico utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteau e acido galico como padrdo (ANEXO 1). Os
compostos fendlicos totais foram expressos como equivalente de acido gélico (mg
EAG/g propolis. Os EEP foram diluidos 1:10 e uma aliquota de 0,1 mL foi
transferida para um tubo. Em seguida foram adicionados 0,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteau concentrado (EEL — Sao Paulo - Brasil). Apdés 5 minutos de
repouso foram adicionados 1,5 mL de solucado 20% de carbonato de sédio (Merck
- Alemanha) e o volume final completado para 10 mL com 7,9 mL de agua
destilada. Os tubos foram deixados em repouso por 2 horas no escuro total. No
tubo branco foi adicionado etanol 99,5% (Ecibra Cetus Ltda — Sdo Paulo - Brasil)
no lugar do EEP e no tubo controle o reagente de Folin-Ciocalteau foi substituido
por etanol P.A., 99,5°GL (Ecibra Cetus Ltda — Sao Paulo - Brasil). A absorbancia
das amostras foi medida a 740 nm utilizando-se espectrofotémetro Hitachi U —
2900 — Téquio — Japao.

O método quantificacdo de compostos fendlicos totais utilizando o reagente
de Folin - Ciocalteau baseia-se na reducao do acido fosfomolibdico-fosfotingstico
pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloragdo azul que absorve
entre 620-740 nm. A reagdo ocorre em meio alcalino e a solugdo saturada de
carbonato de sédio é a base mais indicada (ANGELO, JORGE, 2007).

Nao é um método especifico, pois determina todos os fendlicos presentes,
além de substancias redutoras adicionadas aos alimentos ou naturalmente
presentes que podem interferir nos resultados (ANGELO, JORGE, 2007).
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4.3.2 Determinagao de Flavondides Totais

A determinacdo de flavondides (flavonas, isoflavonas e flavondis) foi
realizada por método colorimétrico utilizando-se cloreto de aluminio (CHANG et
al., 2002) e quercetina como padrao (ANEXO 2). Os flavonéides totais foram
expressos em equivalentes de quercetina (mg quercetina/g prépolis). Amostras de
0,5 mL do EEP (1:20, v/v) foram misturadas com 1,5 mL de etanol, P.A., 99,5°GL
(Ecibra Cetus Ltda — Sao Paulo - Brasil), 0,1 mL de cloreto de aluminio (10%)
(Labsynth — Sao Paulo - Brasil), 0,1 mL de acetato de potassio 1 mol/L (Riedel-de
Haén — reembalado por VETEC — S&o Paulo - Brasil) e 2,8 mL de 4gua destilada.

No tubo branco foi adicionado etanol 99,5% no lugar do EEP e no tubo
controle a solucao de cloreto de aluminio foi substituido por etanol P.A., 99,5°GL.
Apos 30 minutos, a absorbancia das amostras foi medida a 434 nm utilizando-se

espectrofotobmetro Hitachi U-2900 — Téquio - Japéo.

O principio do método colorimétrico de determinagédo de flavondides totais
com cloreto de aluminio (AICI3) baseia-se na formacdo de complexos acidos
estaveis com o grupo ceto do C-4 e o grupo hidroxil do C-3 ou C-5 de flavonas e
flavondis. O aluminio forma complexos sensiveis com grupos ortohidroxil no anel
B, C-3’ e C-4’ dos flavondides (MARBY et al., 1970; MARKHAM, 1982).

OH

. O—Al
OH | %
B | |
0 - |
| Alci3 © | =
OH O 0 0

Figura 6. Formacédo do complexo flavondide - aluminio, em solu¢cdo metandlica de

cloreto de aluminio.

(Fonte: MARKHAM, 1982)
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Apo6s a formagdo dos complexos, ocorre um desvio no comprimento de
onda para maiores valores e uma intensificacdo da absorcdo durante a analise
espectrofotométrica. E possivel assim determinar a quantidade de flavonéides,
evitando a interferéncia de outras substancias fendlicas, principalmente os acidos
fendlicos, que invariavelmente acompanham os flavonéides nos tecidos vegetais e
nos extratos da prépolis. A leitura é feita em espectrofotdbmetro a 425 nm,
utilizando-se AICl; a 5% em metanol (WOISKY, SALATINO, 1998). Nessas
condicdes, o complexo flavondide - aluminio (Figura 6) absorve em comprimento
de onda bem maior do que o flavonéide sem a presenca do agente complexante
(Tabela 5). Os acidos fendlicos, mesmo os que formam complexos com AICls,
absorvem em comprimentos de onda muito inferiores, evitando-se dessa maneira
interferéncias nas medidas de absorbancia (MARCUCCI et al., 1998).
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Tabela 5. Bandas de absorcao de flavonodides e acidos fendlicos em solucao
metandlica em presenca de cloreto de aluminio (AICls3).

Tipo de Flavondide Bandal Bandall Deslocamento provocado
(nm) (nm) por complexacao com AICl;
(nm) **
Flavonas 310-350 250-280 +35-55*
Flavonois (3-OH 330-360 250-580 +50-60*
substituido)
Flavonois (sem 3-OH) 350-385  250-280 +35-55*
Isoflavonas 310-330  245-275 +10-14
(ombro)
Isoflavonas (5-desoxi- 320 275-295 +11-30
6,7-dioxigenadas) (pico)
Flavonas e 300-330 230-270 +20-26*
diidroflavonois (ombro)
Chalconas 340-390 230-270 +48-64*
Auronas 465-560 270-280 +40*
+60-70*

(Fonte: MARKHAM, 1982)

4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reserva (CLAE-FR)
dos Extratos Etanodlicos da prépolis

A andlise por CLAE-FR foi feita de acordo com o método de PARK et al.
(2002). Uma aliquota 20 yL do EEP foi injetada em uma coluna YMC-Pack ODS-A
(RP-18, 250 X 4,6 mm; tamanho da particula 5 ym) instalada em um sistema de
cromatografia liquida (Shimadzu Co. - Japao) composto por duas bombas (LCD-
10AD - Japao) degaseificado por hélio (DGU-2A - Japao) e forno de colunas
(CTO-10AS - Japao) com temperatura de 30C. A fase mobvel utilizada foi
agua/acido acético (19:1 v/v) (Chemco — Sao Paulo - Brasil) (solvente A) e
metanol grau CLAE (solvente B) (J.P. Baker - México). A vazao foi de 1,0 mL/min.
O gradiente aplicado foi 30% do solvente B até 40% em 15 minutos, 50% do
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solvente B em 30 minutos, 60% do solvente B em 45 minutos, 75% do solvente B
em 65 minutos, 90% do solvente B em 95 minutos e 30% do solvente B em 105
minutos. O tempo de corrida total foi de 120 minutos. Os compostos foram
identificados pelo espectro de absorcdo na regido ultravioleta, utilizando os
recursos do detector de arranjo de fotodiodos, pela comparacdo do tempo de
retencédo e cromatografia de padrées.

Os padrées utilizados na tentativa de identificar alguns compostos
(flavondides e acidos fendlicos) (Extrasynthese Co. - Franca) foram: 4-acido
cumarico, rutina, quercetina, caemferol, apigenina, pinocembrina, crisina,
galangina, caemferide, artepelin C, bacarina, drupanina, acido ferulico, acacetina e

isosacuranetina.

A quantificacdo dos compostos identificados foi feita utilizando-se o método
da padronizacao externa. A padronizacao externa compara a area da substancia a
ser quantificada na amostra com as areas obtidas desta mesma substancia em

solugdes padrao de concentracdes conhecidas (COLLINS et al., 1997).

4.4 Determinacao da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da
propolis sobre Bactéria Patogénica

4.4.1 Preparo dos Discos com Extrato Etandélico da prépolis

Discos de papel de filtro Whatman n® 3 (5 X 1mm de didmetro), foram
impregnados com 30 pL dos EEP previamente extraidos como descritos
anteriormente no item 4.1.3. E em seguida os discos foram colocados em
dessecador com silica a temperatura ambiente por 24 horas para eliminagdo de
qualquer residuo etandlico (BLAIR et al., 1958; KOO, 1996).
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4.4.2 Analise da Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da

prépolis

A atividade antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Propolis foi realizada
conforme metodologia descrita por BLAIR et al. (1958) e KOO (1996). Culturas
ativas do micro - organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram
inoculadas por espalhamento com “swabs” estéreis em placas de Petri contendo
Agar Brain Heart Infusion (BHI) (Merck - Alemanha). Os discos com os extratos
foram colocados sobre as placas inoculadas e foram incubadas a 37°C por 24
horas. A atividade antimicrobiana foi determinada pela medida (mm) do halo

inibitério ao redor dos discos através do uso de uma régua comum.

O micro - organismo S. aureus (patogénico, Gram - positivo), foi escolhido
por ser o agente responsavel pela maioria das infeccoes do trato respiratério e
septicemia além de ser o micro - organismo mais apontado na literatura cientifica
por ser susceptivel a baixa concentracdo da prépolis para sua inibicdo (SFORCIN
et al., 2000).

4.5 Determinacao da Capacidade Antioxidante dos Extratos Etandlicos da
propolis

A capacidade antioxidante foi determinada utilizando um radical livre estavel
1,1 — difenil-2-picrilidrazil (DPPH) (Aldrich - Alemanha) como descrita por YEN,
WU (1999) e CHEN et al. (2003).

Foram adicionados 20 yL do EEP diluido 1:10 em metanol 99,5% (Merck -
Alemanha) em um tubo devidamente recoberto com papel escuro. Foram
misturados 980 pL de metanol 80% (Merck - Alemanha) e posteriormente 2 mL de
solugcao metandlica do radical DPPH (0,1 mmol/L). A reducéo do radical DPPH foi
medida através do monitoramento continuo do declinio da absorbancia a 517 nm
até valores estaveis de absorcéo, ou seja, o intervalo de medicao foi: 0 minuto, 5
minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 60 minutos, 90 minutos
e 120 minutos ao abrigo da luz.
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A capacidade antioxidante foi determinada em porcentagem de inibicao
utilizando medidas de absorbancia no tempo de 30 minutos. A equacao utilizada
para calculo da capacidade antioxidante foi:

. . N absorbincia amostra
Capacidade Antioxidante (% Inibigdo) = 100 x (1 — — J
absorbancia branco

A capacidade antioxidante pode ser medida e expressa de diversas formas.
Assim além de expressar os resultados em % de Inibicdo os resultados também
foram expressos em yM Trolox equivalente/ g propolis.

Foi construida uma curva padrdo para determinacdo da capacidade
antioxidante em equivalente de Trolox (ANEXO 3) a partir de uma solugao padrao
de Trolox 2.000 uM (RUFINO et al., 2007).

Para constru¢do da curva padrao foram adicionados 20 pL de solucéo de
Trolox (Acros Organics - Bélgica) nas seguintes concentragbes: 2.000 uL, 1.500
ML, 1.000 pL, 500 pL e 100 pyL em tubo devidamente recoberto com papel escuro.
Foram misturados 980 uL metanol 80% (Merck - Alemanha) e 2 ml de solucéo
metandlica do radical DPPH (0,1 mmol/L). No tempo de 30 minutos a absorbancia
foi medida a 517 nm e entdo construida a curva padrdo para expressar 0S
resultados em pM Trolox equivalente/ g prépolis.

4.6 Analises Estatisticas

Os valores médios e o desvio padrdao foram calculados a partir dos dados
obtidos dos ensaios em triplicata.

Os dados foram analisados pelo programa MiniTab 14 para determinacao
da andlise de variancia. A comparacdao entre as médias dos tratamentos foi
realizada usando-se o teste de Tukey com nivel de confianga de 95%.

Os valores médios foram entdo submetidos ao teste de correlacao de
Pearson com 95% de confianca.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prépolis

As caixas com colméias localizadas na cidade de Mogi Mirim encontravam-
se em local afastado da circulagdo de pessoas. No decorrer das coletas, notou-se
que a vegetacdo ao redor das caixas era de mata e ao redor da mata foi
observada a presenca de B. dracunculifolia “alecrim-do-campo” na regido durante

0 ano de coleta e também plantagdes de milho e girassol.

As caixas com colméias localizada na cidade de Aguas de Sdo Pedro
encontravam-se em local de facil acesso para circulagdo de pessoas. No decorrer
das coletas, notou-se que a vegetacdo ao redor do apiario apresentava a
presenga de pinheiros e eucaliptos. Durante o periodo de coleta foi observado a
presenga de B.dracunculifolia nas redondezas do apiario. Para relacionar de forma
confiavel a vegetagao existente em cada regiao mais estudos detalhados sobre a
vegetacdo devem ser conduzidos.

As amostras da prépolis in natura coletadas apresentaram variacdo em
relacdo a coloragdo e textura. A coloracdo variou de amarelo-castanho a verde
amarronzado. A textura variou de dura - seca (Mogi Mirim) a pegajosa (Aguas de
Sao Pedro) sendo que nos meses de Julho e Agosto 2010 as amostras de Mogi
Mirim também apresentaram - se pegajosas. Quanto ao aroma apresentaram odor
caracteristico da propolis. A aparéncia dos Extratos Etandlicos da Prépolis pode

ser visualizada nas Figuras de 7 a 12.
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Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim
em Setembro de 2009.

Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Prdpolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Outubro de 2009. S&o Pedro em Outubro de 2009.

Figura 7. Aparéncia dos Extratos Etanodlicos da Prépolis de amostras coletadas
em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro nos meses de
Setembro de 2009 a Outubro de 2009. A numeragéo nos tubos foi utilizada para
identificacdo das colméias.
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Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Novembro de 2009. Sao Pedro em Novembro de 2009.

Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Janeiro de 2010. Sao Pedro em Janeiro de 2010.

Figura 8. Aparéncia dos Extratos Etanodlicos da Prépolis de amostras coletadas
em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sado Pedro nos meses de
Novembro de 2009 a Janeiro de 2010. A numeracao nos tubos foi utilizada para
identificacdo das colméias.
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Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Fevereiro de 2010. Sao Pedro em Fevereiro de 2010.
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Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim em amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Margo de 2010. Séo Pedro em Margo de 2010.

Figura 9. Aparéncia dos Extratos Etanodlicos da Propolis de amostras coletadas
em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro nos meses de
Fevereiro de 2010 a Marco 2010. A numeragcdo nos tubos foi utilizada para
identificacdo das colméias.
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Aparéncia dos Extratos Etanolicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim  de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Abril de 2010. Sao Pedro em Abril de 2010.
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Aparéncia dos Extratos Etanolicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Maio de 2010. Sao Pedro em Maio de 2010.

Figura 10. Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas
em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro nos meses de Abril
de 2010 a Maio de 2010. A numeracao nos tubos foi utilizada para identificacao
das colméias.
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Aparéncia dos Extratos Etanolicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Junho de 2010. Sé&o Pedro em Junho de 2010.
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Aparéncia dos Extratos Etanolicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Julho de 2010. Sé&o Pedro em Julho de 2010.

Figura 11. Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras coletadas
coletados nas cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos meses de Junho
de 2010 a Julho de 2010. A numeracao nos tubos foi utilizada para identificacao

das colméias.
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Aparéncia dos Extratos Etanolicos da Propolis Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis
de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim de amostras coletadas da cidade de Aguas de
em Agosto de 2010. S&o Pedro em Agosto de 2010.
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Figura 12. Aparéncia dos Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas
em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro no més de Agosto

de 2010. A numeracgao dos tubos € a identificagao das colméias.

No més de Dezembro de 2010 nao foi realizada a coleta devido ao alto
indice pluviométrico com chuvas freqlentes e intensas impedindo assim o acesso
até os apiarios. Deve — se ressaltar que nos meses de Junho, Julho e Agosto
houve estiagem e a umidade do ar ficou em cerca de 15%, e estes fatores

certamente influenciaram a composi¢cao quimica das propolis coletadas.

Segundo KOO (1996) as prépolis coletadas na regido sudeste, nos Estados
de Sao Paulo e Minas Gerais apresentaram coloragdo caracteristica esverdeada
ou ligeiramente esverdeada e consisténcia mais rigida. Na regiao de ltamarandiba
— MG, zona de reflorestamento com eucaliptos, a prépolis apresentou coloracao

caracteristica marrom e amolecida.

As amostras coletadas em Mogi Mirim e Aguas de S&do Pedro

apresentaram-se coloracdo e textura diferentes. Porém como observado
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anteriormente por KOO (1996) as amostras podem ser consideradas como tipicas
da regidao sudeste do Brasil.

TOMAS - BARBERAN et al. (1993) estudaram a relagdo entre a coloragéo
dos extratos metanodlicos da prépolis e sua composicdo e verificaram que 0s
extratos avermelhados escuros continham grandes quantidades de fendlicos,
enquanto que os incolores ndo continham substancias fenodlicas. Os extratos de
coloragdo amarela apresentaram compostos fendlicos, porém em quantidades

menores quando comparados com 0s extratos mais escuros.

ALENCAR (2002) comparou a coloracao dos extratos da propolis com o
perfil de compostos separados por cromatografia em camada delgada e verificou
gue nao houve correlacédo entre essas duas variaveis. Dessa forma ficou claro que
a variavel coloracdo dos extratos nao pode ser utilizada para predizer grupos
distintos da prépolis. TOMAS - BARBERAN et al. (1993) observaram que é
possivel fazer a relacdo da intensidade da coloracdo dos Extratos Etandlicos da
Propolis com a quantidade de compostos fendlicos presentes nas amostras.

Sabe-se, entretanto que o mercado da proépolis utiliza o parametro de cor e
odor para avaliar a qualidade da matéria — prima e dos extratos. O parametro
coloragao deve ser melhor investigado para entédo ser utilizado ou ndo como forma

de avaliar a qualidade da prépolis em relagao ao teor de compostos fendlicos.
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5.2 Determinacoes Qualitativas dos Compostos Fendlicos dos Extratos
Etandlicos da Prépolis

PARK et al. (2000) utilizaram como analise preliminar para classificacao das
prépolis o Espectro de Absorcao dos Extratos na regidao UV - Visivel e o perfil de
compostos separados por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia
em Fase Reversa que foram utilizados também nesse estudo para a classificacao
das amostras coletadas.

O espectro de absorcao de UV — visivel € um dos parametros fisico-
quimicos mais utilizados para se avaliar a propolis, pois suas atividades
farmacoldgicas tém sido atribuidas a compostos fendlicos, tais como flavondides,
acido caféico, acido cindmico e derivados, 0os quais absorvem nesta regido do
ultravioleta (CASTRO et al., 2007). Os Extratos Etandlicos da Prépolis foram
analisados através da espectrofotometria na regido UV - Visivel, na faixa de
comprimento de onda entre 200 e 800 nm como descrito no item 4.2.1 e podem

ser visualizados nas Figuras 13 a 16.

De modo geral os flavonéides apresentam valores maximos de absor¢céao na
faixa de 250 - 350 nm (MARKHAM, 1975). Segundo ALENCAR (2002) amostras
da prépolis com o mesmo comprimento de onda maximo podem apresentar perfis
quimicos diferentes, como encontrado para as amostras do G3 (Parana) e G8
(Pernambuco) com Amax. 290 nm.
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Figura 13. Espectro de Absorgao dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro nos
meses de Setembro de 2009 a Novembro de 2009.
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Figura 14. Espectro de Absorgao dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos

meses de Janeiro de 2010 a Margo de 2010.
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Figura 15. Espectro de Absorcao dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro nos

meses de Abril de 2010 a Junho de 2010.
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Figura 16. Espectro de Absorcao dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas em apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos
meses de Julho de 2010 e Agosto de 2010.

A Tabela 6 ilustra os valores de comprimento de onda de absorcdo maxima

dos Extratos Etandlicos da Propolis na regido UV — Visivel. Verificou-se que

variam de 280 - 307 nm e que existem variagdes no valor de comprimento de onda

de absorcao maxima dos Extratos Etanodlicos da Prépolis dentro de um mesmo

apiario.

Se esse fosse o Unico parametro para classificar as propolis em Mogi Mirim

durante um ano de coleta seria possivel classificar trés tipos diferentes da prépolis
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sendo que as propolis de Janeiro e Fevereiro seriam representativas do G5, as
amostras de Mar¢o, Maio e Junho seriam representativas do G12 e aquelas de
Julho, Agosto, Setembro, Outubro e Novembro seriam representativos do G8.

As amostras da propolis coletadas no apiario da cidade de Aguas de Séo
Pedro poderiam ser classificadas em quatro tipos diferentes sendo que as prépolis
de Janeiro e Fevereiro poderiam ser classificadas como G5 sendo que nos
mesmos meses no apiario localizado na cidade de Mogi Mirim os resultados foram
0s mesmos. As amostras da propolis coletadas nos meses de Margo, Abril, Maio,
Junho e Outubro seriam classificadas como G9, as amostras do més de Julho
seriam do G12 e aquelas coletadas nos meses de Agosto e Novembro seriam
classificadas como G6.

Existe uma maior concentragdo quanto ao comprimento de onda maximo de
absorcao dos Extratos Etandlicos da Prépolis coletadas no apiario localizado na
cidade de Aguas de S&do Pedro assim como o desvio também é maior. Isso porque
duas das trés colméias utilizadas para coleta da prdpolis apresentaram coloracao
e textura diferentes mostrando que as abelhas de um mesmo apiario podem
procurar fontes vegetais distintas para a coleta de resina para fabricacdo da

propolis.

No entanto, a analise por espectrofotometria dos Extratos Etandlicos da
Propolis fornece apenas uma caracteristica geral de todos os compostos fendlicos
presentes, sendo que o perfil espectrofotométrico das amostras seria um indicativo
do tipo da propolis necessitando dos resultados de Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia em Fase Reversa para classificar o tipo da propolis.

Os EEP foram analisados por Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia em Fase Reversa (CCDAE - FR) de acordo com item 4.2.2. A placa foi
visualizada sob a luz ultravioleta no comprimento de onda de 366 nm o que
permitiu observar a intensidade e o numero de fragdes de compostos fendlicos,
sendo considerada uma técnica rapida e eficiente para analise primaria das
prépolis e como uma alternativa para a avaliacao e classificacao qualitativa das

propolis.
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Tabela 6. Comprimento de onda (A) de absor¢dao maxima, no espectro UV-Visivel (200 a 800 nm) dos Extratos
Etandlicos da Propolis de amostras coletadas em dois apiarios do Estado de S&o Paulo no periodo de Setembro de
2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo apresentam diferencga estatisticamente significante entre si (p
< 0,05) pelo Teste de Tukey.

Periodo Sazonal (més/ano)

Local de coletada Setembro Outubro Novembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
propolis 2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010
Valores de comprimento de onda (A) de absorcdao maxima (nm)
Mogi Mirim 291+0,5¢c 290+1c 29442 c 305t3a 304+2 a 3011 b 304+2ab 298+2b 299+2b 290+10c 292+3c
Aguas de Sao Pedro 28217 b 28716 b 307+4a 305+3a 283+x13b 280+13b 281x13b 282+15b 299+1ab 286+18b
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Segundo o método de classificacdo das prépolis brasileiras feita por PARK
et al. (2000) todas as amostras da prépolis coletadas em Mogi Mirim no periodo de
Setembro de 2009 a Agosto de 2010 podem ser classificadas como pertencentes
ao grupo 12.

Em relagdo as amostras das propolis coletadas em Aguas de Sdo Pedro no
periodo de Outubro de 2009 a Agosto de 2010 apenas as amostras de uma
colméia apresentaram caracteristicas da propolis do G12. As outras duas colméias
utilizadas para a coleta da prépolis ndo puderam ser classificadas como G12. No
més de Outubro de 2009 foi possivel observar que as amostras coletadas nas trés
colméias da cidade de Aguas de Sdo Pedro apresentaram perfil caracteristico da

prépolis do G12.

As ilustragOes referentes as placas de CCDAE — FR encontram-se nas
Figuras de 17 a 20.

G112 11 1.2 13 21 22 23 31 32 33

CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas na cidade de
Mogi Mirim em Setembro de 2009.

Figura 17. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa dos Extratos Etanédlicos da Propolis de amostras coletadas das cidades
de Mogi Mirim no més de Setembro de 2009. G12 corresponde a uma amostra
tipica da propolis da regiao sudeste utilizada como padrdao. A numeracao presente
em cada aplicacao de amostra é a identificacdo da colméia e da triplicata.
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G12 11 12 13 24 22 23 31 32 33 G12 11 12 13 21 22 23 31 32 33

CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas na cidade de Propolis de amostras coletadas na cidade de
Mogi Mirim em Outubro de 2009. Aguas de Sao Pedro em Outubro de 2009.

G12 11 12 13 21 22 23 31 32 33

CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas na cidade de Propolis de amostras coletadas na cidade de
Mogi Mirim em Novembro de 2009. Aguas de Sao Pedro em Novembro de 2009.

Figura 18. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa dos Extratos Etanédlicos da Propolis de amostras coletadas das cidades
de Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro nos meses de Outubro de 2009 e Novembro
de 2009. G12 corresponde a uma amostra tipica da prépolis da regiao sudeste
utilizada como padrao. A numeragao presente em cada aplicagdo de amostra é a
identificacdo da colméia e da triplicata.
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Mogi - Mirim Sio Pedro Sao Pedro

CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas nas cidades de Propolis de amostras coletadas nas cidades de
Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro em Janeiro Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro em Fevereiro
de 2010. de 2010.

i iri Aguas de
Mogi - Mirim Aguas de
[ wooi-mirm Wl SEES0E,

CCDAE - FR dos Extratos Etanolicos da CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas nas cidades de Propolis de amostras coletadas nas cidades de
Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro em Margo de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro em Abril de
2010. 2010.

Figura 19. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa dos Extratos Etanédlicos da Propolis de amostras coletadas das cidades
de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos meses de Janeiro de 2010 a Abril de
2010. G12 corresponde a uma amostra tipica da propolis da regidao sudeste
utilizada como padrao. A numeracao presente em cada aplicacdo de amostra é a
identificacdo da colméia e da triplicata.
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CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas nas cidades de Propolis de amostras coletados nas cidades de
Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro em Maio de Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro em Junho de
2010. 2010.

Mogi - Mirim Aguas de Aguas de

CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da CCDAE - FR dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas nas cidades de Propolis de amostras coletadas nas cidades de
Mogi Mirim e Aguas de S@o Pedro em Julho de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro em Agosto
2010. de 2010.

Figura 20. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa dos Extratos Etandlicos da propolis de amostras coletadas das cidades
de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos meses de Maio de 2010 a Agosto de
2010. G12 corresponde a uma amostra tipica da propolis da regido sudeste
utilizada como padrao. A numeracao presente em cada aplicacdo de amostra é a

identificagdo da colméia e da triplicata.
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Com relacao ao tipo de vegetacdo torna - se dificil determinar uma
semelhanca entre as diferentes localidades, uma vez que o0s apiarios sao
colocados em locais de flora complexa onde é possivel encontrar uma grande
variedade de espécies assim como KOO, PARK (1997) investigaram que a
composicao quimica da prépolis coletada por dois tipos de abelhas diferentes em
uma mesma regido influenciou na composicao quimica da prépolis em relacéo a

quantidade e qualidade de compostos presentes na prépolis

A CCDAE - FR economiza tempo na determinacado do perfil quimico dos
Extratos Etandlicos da Propolis assim como auxilia na avaliacdo das alteracdes
qualitativas ocorridas em um determinado tempo sendo possivel observar a
intensidade e o numero de fracdes de compostos fendlicos (PAREDEZ -
GUZMAN, 2005). Essa técnica poderia ser empregada como uma alternativa para
determinacao qualitativa das propolis brasileiras uma vez que corresponde a uma
técnica simples e rapida, com a utilizagdo de um sistema de solvente barato
(etanol e agua) e bastante simples. A Unica desvantagem é o alto custo das placas
(IKEGAKI, 2001).

A analise por espectrofotometria na regido UV - Visivel em conjunto com os
resultados obtidos pela técnica de CCDAE — FR sugere ser uma ferramenta rapida
e eficaz para identificacao e classificagéo de diferentes tipos da propolis.
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5.3 Determinacoes Quantitativas dos Compostos Fendlicos da Propolis

5.3.1 Compostos Fendlicos Totais

A determinagdo de composto fendlicos totais dos Extratos Etandlicos da
Prépolis de amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro
foi realizada de acordo com o método descrito no item 4.3.1 e os resultados

referentes as amostras analisadas estdo ilustradas nas Figuras 21 e 22
respectivamente.

Esta técnica baseia-se na reacdo do reagente de Folin — Ciocalteau que
oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um complexo azul molibdénio-

tungsténio, sendo a quantificacao feita com base no padrao acido galico.
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Figura 21. Compostos Fendlicos Totais (mg EAG /g propolis) dos Extratos
Etandlicos da Propolis de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim no periodo
de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra nao

apresentam diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste
de Tukey.
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A Figura 21 mostra que as amostras da propolis coletadas na cidade de
Mogi Mirim no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010 apresentaram
diferencas significativas pelo Teste de Tukey, quanto ao teor de compostos
fendlicos totais. Sendo que as amostras que apresentaram maior teor de
compostos fendlicos totais foram aquelas coletadas nos meses de Maio e Junho
de 2010. As amostras coletadas nos meses de Setembro e Novembro de 2009,
Fevereiro, Marco, Abril, Julho de 2010 n&o apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre si e mostraram valores médios quanto ao teor
de compostos fendlicos totais. As amostras coletadas nos meses de Agosto de
2010 foram aquelas com menor teor de fendlicos totais e que apresentaram
diferenca estatistica das demais.
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Figura 22. Compostos Fenodlicos Totais (mg EAG /g propolis) dos Extratos
Etandlicos da Prépolis de amostras da prépolis coletadas da cidade de Aguas de
Sao Pedro no periodo de Setembro 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma

letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05)
pelo Teste de Tukey.

A Figura 22 ilustra que as amostras da prépolis coletadas na cidade de
Aguas de S&o Pedro, no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010
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apresentaram diferencas significativas, pelo Teste de Tukey, quanto ao teor de
compostos fendlicos totais. As amostras que apresentaram maiores teores de
fendlicos totais foram aquelas coletadas nos meses de Outubro de 2009, Janeiro e
Fevereiro de 2010. As amostras da propolis coletadas nos meses de Novembro de
2009, Abril e Maio de 2010 nao apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre si. Na determinacédo de compostos fendlicos totais das amostras
da propolis coletadas nos meses de Marco, Junho, Julho e Agosto de 2010, as
solucbes testes apresentaram turvacdo. As solucbes foram centrifugadas,
deixadas em repouso por 24 horas e, no entanto continuaram turvas. Desta forma
os teores de compostos fendlicos totais dessas amostras ndo foram determinados
jA que a turvacao interferiu na leitura correta das amostras superestimando o

resultado final.

Segundo o Regulamento Técnico para Fixacdo de ldentidade e Qualidade
dos outros Produtos Apicolas (Instrucdo Normativa n3 de 19 de Janeiro de 2001),

os teores de fendlicos totais devem apresentar valores minimos de 5% (m/m).

Pelos dados apresentados as amostras da prépolis coletadas nos apiarios
das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro atendem a regulamentacéo
nesse quesito. Considerando os teores de fendlicos totais, estes extratos também

poderiam ser utilizados para consumo humano.

A amostra do més de Maio de 2010 coletada na cidade de Mogi Mirim
apresentou maior teor de fendlicos totais quando comparada com as amostras
coletadas na cidade de Aguas de Sdo Pedro no mesmo més. Isso pode ter
ocorrido provavelmente por ter havido uma concentragéo dos principios ativos nos

vegetais, ja que este més corresponde a estacao de seca na regido sudeste (SP).

Verificou-se grande variacdo no teor de compostos fendlicos totais nas
prépolis sendo que as amostras de Mogi Mirim que apresentaram menor teor de
fendlicos totais foram coletadas nos meses de Janeiro e Agosto de 2010 enquanto
que as amostras de Aguas de Sao Pedro que apresentaram menor teor de
compostos fendlicos totais foram coletadas nos meses de Abril e Maio de 2010.
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As amostras apresentaram diferenca em relacdo ao conteudo de
compostos fenodlicos totais quanto a regido de coleta. Verificou-se que a
composicao da prépolis varia com a regiao de coleta, corroborando com estudos
de GREENAWAY et al. (1990); GARCIA — VIGUEIRA et al. (1992); TOMAS -
BARBERAN et al. (1993); BONVEHI, COLL, (1994); PARK et al. (2000b) e PARK
et al. (2002a).

Os valores de compostos fendlicos totais dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas mensalmente nos apiarios das cidade de Mogi
Mirim e Aguas de Sao Pedro variaram respectivamente de 76,6 a 155,0 mg EAG/
g prépolis e 66,9 a 1155 mg EAG/ g propolis. Os dados encontrados foram
similares aos valores encontrados por CASTRO et al. (2007) para amostras da
propolis coletadas em Brumadinho — MG, na regido sudeste do Brasil. Os teores
de fendlicos totais determinados atingem e superam os valores minimos exigidos

pela regulamentacao para fendlicos totais.

O conteudo de compostos fenodlicos totais dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas no apiario da cidade de Mogi Mirim no periodo de
Setembro de 2009 a Agosto de 2010 também foram similares aos resultados
obtidos por TEIXEIRA et al. (2010) em amostras da prépolis coletadas nos
municipios de ltapecerica, Paula Candido e Virginopélis (MG).

A variagdo entre 0s meses de coleta deve-se aos fatores do
desenvolvimento e sazonalidade; indice pluviométrico e sazonalidade;
temperatura e altitude entre outros (GOBBO - NETO, LOPES, 2007) que
interferem na florada de B. dracunculifolia alterando assim a quantidade de
matéria — prima disponivel assim como a quantidade de compostos fendlicos

totais.

Os resultados de composto fendlicos totais das amostras da propolis
apresentados nas Figuras 21 e 22 podem ser observados também na Tabela 11

que se encontra no ANEXO 4.
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5.3.2 Flavonoéides Totais

Flavondides € uma classe de compostos fendlicos. O teor de flavondides é
um fator muito importante na analise da propolis, pois sdo 0s principais compostos
fendlicos responsaveis por suas diversas atividades biolégicas. A determinagao de
flavondides totais foi realizada de acordo com o método descrito no item 4.3.2,
baseado no método colorimétrico do cloreto de aluminio (CHANG et al., 2002),

sendo a quantificacao feita com base no padréao quercetina.
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Figura 23. Flavondides Totais (mg quercetina/g prépolis) dos Extratos Etandlicos
da Prépolis de amostras da prépolis coletadas da cidade de Mogi Mirim no periodo
de Setembro 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo apresentam
diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Segundo o Regulamento Técnico para Fixacdo de ldentidade e Qualidade
dos outros Produtos Apicolas, valores abaixo de 1% de flavondides totais séo
considerados baixos valores entre 1 e 2 % sao considerados medianos e valores
acima de 2 % sao considerados elevados. As amostras consideradas com alto

teor de flavondides totais com base na regulamentagcdo foram aquelas coletadas
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nos meses de Outubro de 2009, Fevereiro, Margo e Abril de 2010 (Figura 23).
Todas as amostras coletadas nos meses de Setembro e Novembro de 2009,
Janeiro, Maio, Junho, Julho e Agosto de 2010 no apiario da cidade de Mogi Mirim
apresentaram teores médios de flavondides totais.

As amostras da propolis coletadas no apiario da cidade de Mogi Mirim
coletadas no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010 apresentaram

diferencas estatisticamente significativas quanto ao teor de flavondides totais.

60 -
a0
40 1
30 1

ah
20 ah

mg quecertina/g propolis

=
i

—
—

set/09
out/08
now,/09
dezD9
janf0
fev/10
mar/10
abr10
maif10
junf0
juli1o
agoM0

Meses

Primavera Verao Qutono Inverno

Figura 24. Flavondides Totais (mg quercetina/g prépolis) dos Extratos Etandlicos
da Propolis de amostras da prépolis coletadas da cidade de Aguas de Sdo Pedro
no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra nao

apresentam diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste
de Tukey.

Na Figura 24 apresentam-se as amostras da propolis coletadas na cidade
de Aguas de S&o Pedro. Nenhuma amostra coletada neste apiario apresentou alto
teor de flavondides totais segundo a regulamentacdo. As amostras da prépolis
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coletadas nos meses de Novembro de 2009, Janeiro, Fevereiro, Abril e Maio de
2010 apresentaram teores meédios de flavondides totais e a amostra de Outubro
de 2009 apresentou baixo teor de flavonéides totais segundo a regulamentagéo.

Na determinacao de flavondides totais das amostras da prépolis coletadas
no apiario de Aguas de Sdo Pedro nos meses de Marco, Junho, Julho e Agosto de
2010, as solugcbes testes apresentaram turvacdo. As solucbes foram
centrifugadas, deixadas em repouso por 24 horas e, no entanto continuaram
turvas. Dessa forma os teores de flavondides totais dessas amostras ndo foram
determinados ja que a turvacdo interferiu na leitura correta das amostras
superestimando o resultado final.

Pode-se observar na Figura 24 que as amostras da propolis coletadas no
apiario da cidade de Aguas de Sdo Pedro também apresentaram diferencas
estatisticamente significativas pelo Teste de Tukey quanto ao teor de flavonoides
totais.

Os resultados de flavondides totais das amostras da prépolis apresentados
na Figura 23 e 24 também podem ser visualizados na Tabela 12 que encontra-se
no ANEXO 4.

Pelos dados apresentados as propolis coletadas nos apiarios das cidades
de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro atendem a regulamentacdo quanto aos
teores de flavondides totais apresentando teores médios e altos para a maioria
das amostras. Considerando os teores de flavondides totais, estes extratos

também poderiam ser utilizados para consumo humano.

CASTRO et al. (2007) encontraram teores elevados de flavondides totais
em amostras coletadas na regido sudeste (Brumadinho — MG) sendo que esses
resultados estdo de acordo com os resultados obtidos nas amostras da propolis
coletadas na cidade de Mogi Mirim. As amostras coletadas na cidade de Aguas de
Sao Pedro forneceram teores médios e baixos e flavondides totais. Esses valores
variaram de acordo com os meses de coleta, porém mantiveram-se dentro dos

parametros estabelecidos pela regulamentagao.
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MASSUDA (2003) obteve valores de flavondides totais em amostras de
extrato alcodlico da prépolis na faixa de 0,53% a 1,49%. SATO (2003) observou
variacao de 0,0% a 7,04% de flavondides totais em amostras da prépolis de
diferentes regides brasileiras. MARCUCCI et al. (1998) encontraram valores
baixos de flavonbides em amostras da prépolis brasileiras (0,83% e 0,84%).
KUMAZAWA et al. (2004) encontraram teores de flavondides iguais a 0,05% em
amostras da prépolis do Brasil. SOUSA et al. (2007) verificaram o teor de
flavonoides totais em amostras provenientes no Estado de Sao Paulo (Franca) e
Minas Gerais (regido de Passos) e encontraram valores de 0,38+0,06% em
amostra de Sao Paulo e entre 0,12 e 2,11% para amostras da prépolis em Minas

Gerais.

Utilizando a técnica de coleta da propolis por CPI (Coletor Prépolis
Inteligente), SOUZA et al. (2010) encontraram valores de flavondides totais
médios para prépolis coletada no outono (1,7% m/m) e baixos teores para propolis
coletadas na primavera, verdo e inverno (0,4 a 0,5 % - m/m). As amostras da
propolis coletadas neste trabalho da cidade de Aguas de Sdo Pedro no periodo de
Outubro de 2009 a Agosto de 2010 também apresentaram resultados similares. As
amostras da propolis coletadas na cidade de Mogi Mirim apresentaram teores
médios e elevados de flavonoides totais.

KUJUMGIEYV et al. (1999) encontraram teores altos de flavonéides 42% nas
prépolis da Bulgaria. GONZALES, BERNAL (1997), afirmaram que as prépolis
produzidas nos tropicos sado pobres em flavonodides. Devido as diferencas
geograficas, amostras da prépolis provenientes da Europa contém maiores teores
de flavondides e ésteres de acidos fendlicos (BANKOVA et al., 2000). Ja os
maiores componentes das propolis brasileiras sao terpendides e derivados do
acido p — cumarico (MARCUCCI, BANKOVA, 1999).

O teste de determinacdo de flavondides totais ndo é especifico e ndo é
preciso, pois pode ocorrer variagdo nos resultados dependendo da composicao

quimica da amostra, uma vez que a reacao com o aluminio ndo é igual para todos
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os compostos. No entanto o método tem sido comercialmente usado para analisar

a prépolis para exportacao.

5.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE-FR)

As condicoes para realizacdo dos ensaios em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia em Fase Reversa (CLAE-FR) estao descritas no item 4.3.3.

E possivel verificar nas Figuras 25 a 28 que os cromatogramas dos EEPs
obtidos por CLAE — FR mostraram perfis de eluicdo dos compostos similares. Os
compostos separados foram identificados utilizando detector de arranjo de diodo
comparando-se o tempo de retencdo e o espectro de absorcdo com os padroes
disponiveis. Alguns compostos apresentaram tempo de retencado ligeiramente
diferente dos padrdes e ndao puderam ser identificados. A analise quantitativa foi
feita através do calculo da area relativa dos picos.

Analisando — se os resultados da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
em Fase Reversa das amostras da propolis coletadas no apiario de Mogi Mirim
(Figuras 25 a 28) foram observados similaridade no perfil de distribuicdo dos
picos, sendo observada variagdo na quantidade de alguns compostos. Essas
amostras também apresentaram perfis similares quanto aos espectros de UV —
Visivel e CCDAE - FR.

Da mesma forma, verificou que as amostras de Aguas de Sao Pedro
apresentaram perfis cromatograficos similares aos obtidos das amostras coletadas
na cidade de Mogi Mirim podendo assim dizer que as amostras da prépolis de
ambas as cidades apresentam perfil cromatografico caracteristico da propolis do
G12. PARK et al. (2002) mostraram no trabalho sobre origem botanica e
composigao quimica da prépolis brasileira o perfil cromatografico caracteristico da
prépolis do G12 e da sua respectiva origem botanica.

Amostras da propolis de duas das trés colméias coletadas da cidade de
Aguas de Sdo Pedro quando submetidas & CLAE — FR n&o apresentaram perfil
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cromatografico caracteristico da prépolis do G12 sendo assim nao foram utilizadas

para a quantificacdo dos compostos por CLAE — FR.
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Figura 25. Cromatogramas dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras
coletadas nos apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos
meses de Setembro a Outubro de 2009 analisadas por CLAE — FR. AC = acido
cumarico; AF = acido ferulico; D = drupanina; A = artepelin C; B = bacarina.
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Figura 26. Cromatogramas dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas nos apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos
meses de Novembro de 2009 a Fevereiro de 2010 analisadas por CLAE — FR. AC
= acido cumarico; AF = &cido ferulico; D = drupanina; A = artepelin C; B =

bacarina.
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Figura 27. Cromatogramas dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas nos apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro nos
meses de Margo de 2010 a Maio de 2010 analisadas por CLAE - FR. AC = acido
cumarico; AF = acido ferulico; D = drupanina; A = artepelin C; B = bacarina.
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Figura 28. Cromatogramas dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras

coletadas nos apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro nos
meses de Junho de 2010 a Agosto de 2010 por CLAE — FR. AC = acido cumarico;

AF = acido ferulico; D = drupanina; A = artepelin C; B = bacarina.
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Nas Tabelas 7 e 8 podemos verificar que as amostras da prépolis coletadas
das cidades de Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro demonstraram ser similares em
relagéo ao tipo de composto fendlico identificado (acido cumarico, acido ferdlico,
drupanina, artepelin C e bacarina), variando apenas a concentracdo desses
compostos. As amostras da prépolis coletadas na cidade de Mogi Mirim que nao
apresentaram quantidades detectaveis de acido cumarico e acido ferulico foram as
amostras do més de Setembro de 2009 e drupanina nas amostras do més de Maio
de 2010.

Ja nas amostras da prépolis coletadas da cidade Aguas de S&o Pedro nao
foi detectado a presenca de drupanina nos meses de Outubro de 2009 e Maio de
2010, artepelin C em Julho de 2010. Apesar de algumas diferengcas nos
cromatogramas, os compostos identificados foram acido cumarico, acido ferulico,
drupanina, artepelin C e bacarina na maioria das vezes.

Todos o0s compostos quantificados acido cumarico, acido ferulico,
drupanina, artepelin C e bacarina mostraram maiores teores nas amostras da
prépolis coletadas nos meses de Janeiro a Abril de 2010 que é equivalente ao
verdo no Brasil. SIMOES — AMBROSIO et al. (2010) verificaram que durante o
outono e o inverno a quantidade de compostos fendlicos presentes nas amostras
da prépolis analisadas foram baixas devido ao baixo volume de chuvas e as
baixas temperaturas sendo que o0s maiores teores foram evidenciados na
primavera e no verao corroborando assim com os dados desse estudo ja que na
época de coleta das amostras os indices pluviométricos eram altos.

As amostras coletadas de Setembro de 2009 a Agosto de 2010 das cidades
de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro mostraram altas concentracdes de artepelin
C independente da variagdo climatica. A variagdo sazonal leva a diminuigao de
alguns compostos biologicamente ativos, como no caso de fendlicos e é
acompanhada pelo aumento de outros, como por exemplo, acidos diterpénicos
(NUNES et al., 2009).

O artepelin C foi identificado em todas as amostras analisadas assim como
foi 0 composto que apresentou maior teor. E um composto de grande interesse
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por mostrar algumas propriedades biolégicas importantes como imunoldgica,
antioxidante e antimicrobiana. AKAO et al. (2003) demonstraram que artepelin C,
drupanina e a bacarina apresentaram propriedades anticancerigenas. KIMOTO et
al. (2001a) demonstraram que o artepelin C inibe a peroxidacao lipidica e o
desenvolvimento de cancer de pulmao em ratos e também previne o cancer de
colon.

O artepelin C foi identificado como sendo um dos compostos majoritarios
neste tipo da prépolis (G12). Varios trabalhos tém demonstrado que os compostos
prenilados e os derivados do &cido cindmico sdo as substancias mais abundantes
em amostras da prépolis das regides sul e sudeste do Brasil (IKENO et al., 1991;
MARCUCCI et al., 2000; TAZAWA et al., 1998).

O acido p - cumarico esteve presente na maioria das amostras da propolis
analisadas. Este acido, também conhecido como acido — p — hidroxicindmico, é
muito comum nos vegetais superiores, pois serve como precursor da biossintese
de diversos compostos fenilpropanoidicos, que compreendem compostos mais
simples como outros acidos e alcodis hidroxinamicos e os fenilpropenos, bem
como compostos quimicamente mais complexos, como os flavondides, as
lignanas, as neolignanas e as ligninas (ROBBERS et al., 1997 apud IKEGAKI,
2001).

ALENCAR (2002) verificou que a prépolis do G12, a que apresenta maior
valor econémico no mercado externo, mostrou a presenca de compostos fenélicos
acidos como o cumarico, ferulico, canferol, apigenina, isosakuranetina e canferide
sendo observado a presenca constante do flavonoide canferide e sempre a uma

concentracao superior a dos outros compostos fenélicos identificados.
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Tabela 7. Teor de compostos fendlicos determinados por CLAE-FR de Extratos Etandlicos da Propolis de amostras

coletadas no apiario da cidade de Mogi Mirim no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a

mesma letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. O Teste

de Tukey foi feito entre as médias dos resultados do mesmo composto.

Mogi Mirim (SP)

(mg composto/g prépolis)

acido cumarico  acido ferulico drupanina artepelin C bacarina

Inverno/ Primavera getembro 2009 + + 11,34 + 3,912 116,63 + 30,25® 1237 + 322%
Primavera Outubro 2009 8,85 + 3,77% 867 =+ 3,87°% + 76,75 + 31,68°¢ 7,95 + 2,86%°
Novembro 2009 16,62 + 151° 1395 + 225% 484 + 0,88° 40,33 + 12,64 1477 + 7,36°

Primavera/ Verao pezembro 2009 + + + + +
Verao Janeiro 2010 10,11 + 6,27 1023 + 447%® 941 + 2,79%® 11434 + 4548% 1321 + 542°
Fevereiro 2010 12,56 + 3,93% 11,17 + 343%* 1091 + 3,10% 131,71 + 3757% 1475 + 7,21°2
Verao/Outono  Marco 2010 15,46 + 4502 11,01 + 221%® 577 + 1,13 8765 + 26,93*° 10,63 + 1,63
Outono Abril 2010 11,23 + 286 997 + 159%* 971 + 336% 97,36 + 50,90*° 14,76 + 6,05°
Maio 2010 9 + 066%® 572 + 1,33° + 68,34 + 32,47°° 10,85 + 3,86

Outono/ Inverno

Junho 2010 6,96 + 0,11%® 508 + 0,32° 663 + 0,89*° 3154 + 26,16° 8,08 =+ 6,40
Inverno Julho 2010 454 + 061° 315 + 0,83 327 + 045° 2671 + 1356% 474 + 256"
Agosto 2010 34 + 022° 274 + 024° 342 + 058° 2246 + 10,68° 369 + 125°
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Tabela 8. Teor de compostos fendlicos determinados por CLAE-FR de Extratos Etandlicos da Propolis de amostras
coletadas no apiario da cidade de Aguas de Sdo Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média
com a mesma letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

O Teste de Tukey foi feito entre as médias dos resultados do mesmo composto.

Aguas de Szo Pedro (SP)
(mg composto/g prépolis)

acido cumarico  acido ferulico drupanina artepelin C bacarina

Inverno/ Primavera getembro 2009 + + + + +
Primavera Outubro 2009 622 + 1,99° 44 + 127° + 27,97 + 14,75° 12,26 + 19,05%
Novembro 2009 10,21 + 3,40% 758 + 252% 349 + 108° 5643 + 3834° 10,16 + 4,20°

Primavera/ Verao  pezembro 2009 + + + + +
Veréo Janeiro 2010 15,77 + 4,15% 10,44 + 4322 11,34 + 480%° 120,04 + 51,39% 1832 + 7,14°
Fevereiro 2010 12,95 + 440° 9 + 432* 139 + 241°% 100,25 + 18,08% 14,56 + 4,80°
Verdo/Outono  Marco 2010 16,1 + 4,082 7,72 + 122% 536 + 0,34° 43,08 + 27,78 832 + 1,11°
Outono Abril 2010 10,72 + 028%™ 448 + 0,88% 662 + 056 3269 + 3518 1463 + 048°
Maio 2010 757 + 124%® 339 + 0,56° + 60,86 + 11,32%° 10,2 + 1,76°

Outono/ Inverno

Junho 2010 809 + 054%® 388 + 164% 544 + 0,16° 7363 + 491*° 143 + 1,03°
Inverno Julho 2010 11,13 + 053* 714 + 311*® 79 + 0,78 + 2329 + 226°
Agosto 2010 1288 + 2,18% 542 + 086%° 7,75 + 160 101,33 + 2942% 197 + 346°
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MARCUCCI et al. (1998) analisaram a composicao da prépolis de colméias
de duas regiées do Estado de Sao Paulo, uma delas com grande quantidade de
Pinus sp e outra em regido de floresta de Eucalyptus sp. Foi demonstrado
similaridade quanto ao aspecto qualitativo, com presenca de acido caféico, feralico
e p-cumarico, sendo que a maior concentracdo foi encontrada nas prépolis de
colméias localizadas em regiao de floresta de eucalipto que também apresentaram
maior quantidade de flavonéides.

No presente estudo nao foi verificada a vegetacédo da regido de coleta das
amostras na cidade de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro. Se esta variavel tivesse
sido investigada provalvemente seria possivel correlacionar o aspecto qualitativo
dos compostos encontrados com a possivel origem botanica da prépolis dessas
regides verificando dessa maneira as caracteristicas particulares das amostras

coletadas em cada regido.

Observou-se pouca variabilidade na composi¢cdo quimica das propolis
coletadas nos dois apiarios da cidade de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro,
sendo que os compostos acidos cumarico, acido ferulico, artepelin C foram
identificados e ja haviam sido descritos na maior parte dos trabalhos anteriores.
Fatores sazonais influenciam na quantidade dos compostos presentes nas

amostras da propolis.

O teor de artepelin C nas propolis mostrou-se muito maior nas amostras
coletadas nos meses correspondentes ao verao para os dois apiarios estudados.
Ficando evidente que esse € um composto que esta presente na prépolis do G12
independente da época de coleta e apresenta seus niveis mais elevados durante o

verao.

TEIXEIRA et al. (2010); SIMOES — AMBROSIO et al. (2010) observaram
que o artepelin C é identificado durante todo o ano variando apenas a
concentracdo do composto em relagdo a época do ano. Os maiores valores

encontrados foram referentes aos meses que correspondem ao verao.
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5.4 Determinacao da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da prépolis sobre o micro - organismo
patogénico gram positivo Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi testada
utiizando o material preparado como descrito no item 4.4. Os resultados obtidos
encontram - se na Tabela 9. Nas Figuras 29 a 34 é possivel observar a formacgao
do halo de inibicdo das amostras da propolis coletadas de Setembro de 2009 a
Agosto de 2010 nos apidrios localizados nas cidades de Mogi Mirim e Aguas de
Sao Pedro.

O resultado obtido baseia-se na medida do halo de inibicdo do crescimento
do micro - organismo S. aureus ATCC 25923. A diminuicdo da atividade
antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras coletadas da
cidade de Mogi Mirim nos meses de Marco a Agosto de 2010 e das amostras da
prépolis coletadas da cidade de Aguas de Sdo Pedro nos meses de Fevereiro a
Agosto de 2010 provalvemente ocorreram por haver uma concentragdo menos
dos compostos bioativos na fonte vegetal. (CASTRO et al., 2007) verificaram em
amostras da prépolis coletadas em Brumadinho — MG, nos meses de Agosto e
Setembro, reflete um aumento da atividade antimicrobiana, provavelmente por
haver uma concentracdo dos principios ativos na fonte vegetal, pois este periodo
correspondeu a estacao seca na regiao sudeste.

A Tabela 9 ilustra que a maioria dos Extratos Etandlicos da Prépolis inibiu o
crescimento da linhagem de S. aureus ATCC 25923 lembrando que os discos que
foram impregnados com o EEP foram mantidos por 24 horas em dessecador para
eliminacdo de qualquer residuo etandlico para evitar que o residuo etandlico
interferisse no crescimento da bactéria patogénica.

As maiores atividades inibitérias foram observadas nas amostras da
propolis coletadas nos meses de Novembro de 2009, Janeiro e Fevereiro de 2010
nos apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro sendo que desses

resultados os meses correspondem ao verao.
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As amostras da prépolis que apresentaram as maiores atividades inibitorias
quanto ao crescimento do micro — organismo S. aureus ATCC 25923 nao
continham os teores mais elevados de compostos fendlicos totais, mas foram
aquelas que apresentaram maior concentragdo do composto artepelin C na
analise por CLAE - FR.

Segundo AGA et al. (1994) a presenca do artepelin C é um dos grandes
responsaveis pela alta atividade antimicrobiana das prépolis brasileiras. Os
autores relataram que essa atividade esta associada ao numero de residuo prenil
existente na molécula, sendo que quanto maior 0 seu numero, maior sera sua
atividade bioldgica ja que diversos derivados do acido hidrocinamico possuem
forte atividade antimicrobiana. ALENCAR (2002) observou que a propolis do G12,
apresenta varios derivados do acido hidroxicindmico junto com outros flavonéides.

As diferencas no comportamento dos Extratos Etandlicos da Prépolis em
relacdo a atividade inibitéria do micro-organismo, apresentado na Tabela 9 pode
ser justificado segundo HEGAZI et al. (2000) pela variagdo da composicao
quimica das propolis e do efeito sinérgico dos diferentes compostos fendlicos. As
areas geogréficas de coleta das amostras diferem quanto a flora vegetal, o que
reflete nos constituintes das prépolis, por isso, as amostras podem apresentar
comportamentos antimicrobianos diferentes entre si.

Alguns compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana ja foram
identificados em trabalhos anteriores. BANKOVA et al. (1996) relacionou a
atividade contra S. aureus da prépolis do Estado do Parana a acidos diterpénicos.
MACIEJEWICZ, MERESTA, (1999) verificaram que os flavondides canferide,
galangina, apigenina, quercetina, ramnetina, pinocembrina e camferol
apresentaram alta atividade bacteriostatica contra S. aureus.

SFORCIN et al. (2000) observaram diferenca na atividade antimicrobiana
entre diferentes estagdes sendo que a prépolis apresentou excelente atividade
antimicrobiana sobre as bactérias Gram - positivas e limitada atividade contra as
bactérias Gram - negativas. Os autores ndo observaram diferenga em relacéo a

estacdo em que a prépolis foi coletada.
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Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos
Etanodlicos da Propolis de amostras coletadas
na cidade de Mogi Mirim em Setembro de 2009.

Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Outubro de 2009. na cidade de Aguas de Sao Pedro em Outubro
de 2009.

Figura 29. Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Prépolis de
amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro utilizando-
se a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923, nos meses de Setembro
de 2009 e Outubro de 2009. C = disco controle tratado com etanol 70% e depois
seco. A numeracao abaixo dos discos 1, 2 e 3 sao referentes a identificacao da

colméia utilizada para coleta da prépolis.
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Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos
Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas
na cidade de Mogi Mirim em Novembro de na cidade de Aguas de S&o Pedro em
2009. Novembro de 2009.

Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Janeiro de 2010. na cidade de Aguas de S&o Pedro em Janeiro
de 2010.

Figura 30. Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Prépolis de
amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro utilizando-
se a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923, nos meses de Novembro
de 2009 e Janeiro de 2010. C = disco controle tratado com etanol 70% e depois
seco. A numeracao abaixo dos discos 1, 2 e 3 sao referentes a identificacao da
colméia utilizada para coleta da prépolis.
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Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos
Etanodlicos da Propolis de amostras coletadas
na cidade de Mogi Mirim em Fevereiro de 2010.

Atividade Antimicrobiana dos Extratos
Etandlicos da Propolis de amostras coletadas
na cidade de Aguas de Sao Pedro em
Fevereiro de 2010.

Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos
Etanodlicos da Propolis de amostras coletadas
na cidade de Mogi Mirim em Margo de 2010.

Atividade

Antimicrobiana  dos Extratos
Etandlicos da Propolis de amostras coletadas
na cidade de Aguas de Sao Pedro em Margo de
2010.

Figura 31. Atividade antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Propolis de

amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro utilizando-

se a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923, nos meses de Fevereiro

de 2010 e Margo de 2010. C = disco controle tratado com etanol 70% e depois

seco. A numeracao abaixo dos discos 1, 2 e 3 sao referentes a identificacdo da

colméia utilizada para coleta da prépolis.
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Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Abril de 2010. na cidade de Aguas de S&o Pedro em Abril de
2010.

Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Maio de 2010. na cidade de Aguas de Séao Pedro em Maio de
2010.

Figura 32. Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Proépolis de
amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro utilizando-
se a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923, nos meses de Abril de
2010 e Maio de 2010. C = disco controle tratado com etanol 70% e depois seco. A
numeragao abaixo dos discos 1, 2 e 3 sado referentes a identificagcdo da colméia
utilizada para coleta da propolis.
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Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Junho de 2010. na cidade de Aguas de Sao Pedro em Junho de
2010.

Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos  Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Julho de 2010. na cidade de Aguas de Sao Pedro em Julho de
2010.

Figura 33 Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Propolis de
amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro utilizando-
se a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923 nos meses de Junho de
2010 e Julho de 2010. C = disco controle tratado com etanol 70% e depois seco. A
numeragao abaixo dos discos 1, 2 e 3 sdo referentes a identificagcdo da colméia
utilizada para coleta da propolis.
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Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos Atividade  Antimicrobiana  dos Extratos

Etandlicos da Propolis de amostras coletadas Etanolicos da Prépolis de amostras coletadas

na cidade de Mogi Mirim em Agosto de 2010. na cidade de Aguas de Sao Pedro em Agosto
de 2010.

Figura 34 Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Propolis de
amostras coletadas das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro utilizando-
se a linhagem de Staphylococcus aureus ATCC 25923 no més de Agosto de 2010.
C = disco controle tratado com etanol 70% e depois seco. A numeragao abaixo
dos discos 1, 2 e 3 sao referentes a identificacdo da colméia utilizada para coleta

da prépolis.
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Tabela 9. Atividade Antimicrobiana dos Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas nas cidades de Mogi
Mirim e Aguas de Sdo Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo

apresentam diferenca estatisticamente significativa entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. O Teste de Tukey foi
feito entre as médias das amostras coletadas no mesmo apiario.

Periodo Sazonal (més/ano)

Local de coletada Setembro Outubro Novembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
propolis 2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010
Staphylococcus aureus ATCC 25923* Halo de Inibigcdao (mm)
Mogi Mirim 1,0t0b 04+0,5c¢c 2,8#04a 2,8+41,0a 1,3%0,7b 0,8£0,4bc 0,840,7bc 0,3+0,5¢c ndc ndc 0,3x0,5¢
Aguas de Sao Pedro 0,9+0,2b 1,940,8a 2,2+15a 0,2+0,4bc 0,4+0,5 bc ndc ndc ndc 0,8+0,3bc 0,6+0,5 bc

* Linhagem doada pelo Laboratério de Patologia Clinica do HC da Unicamp.
nd = ndo detectado.
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5.4 Determinacao da Capacidade Antioxidante

A atividade sequestrante de radicais livres dos EEP foi determinada pela
perda de coloragcdo da mistura da reacdo do radical livre DPPH com os EEP,
conforme descrito no item 4.5.

A capacidade antioxidante dos EEP das amostras coletadas nos apiarios
das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro, no periodo de Setembro de
2009 a Agosto de 2010 estdo ilustrados nas Figuras 35 e 36 respectivamente.

As amostras da propolis coletadas nos meses de Setembro, Outubro e
Novembro de 2009 e também Janeiro e Fevereiro de 2010 apresentaram maior
capacidade antioxidante e nao apresentaram diferencga significativa entre si, ja as
amostras da propolis coletadas nos meses de Marco a Agosto de 2010 a variacao

da capacidade antioxidante foi menor havendo diferenca significativa entre as
amostras.
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Figura 35. Capacidade Antioxidante (% Inibicao) dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim no periodo de Setembro
de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo apresentam diferenca
estatisticamente significativa entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.
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As amostras da prépolis coletadas no apiario da cidade de Aguas de Séo
Pedro nos meses de Janeiro, Fevereiro, Julho e Agosto de 2010 foram as que
apresentaram maior capacidade antioxidante e nao apresentaram diferenca
significativa entre si. As amostras da propolis coletadas nos meses de Outubro e
Novembro de 2009 e também Marco, Abril, Maio e Junho de 2010 mostraram
capacidade antioxidante inferior aos demais meses.
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Figura 36. Capacidade Antioxidante (% Inibicdo) dos Extratos Etandlicos da
Propolis de amostras coletadas da cidade de Aguas de S&o Pedro no periodo de
Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo apresentam
diferenca estatisticamente significativa entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Pode-se observar que as amostras da prépolis que apresentaram maior
capacidade antioxidante foram as mesmas que continham um teor maior de
compostos fendlicos totais. As amostras da prépolis que foram coletadas no
apiario de Mogi Mirim nos meses de Setembro, Outubro e Novembro de 2009 e
também Janeiro e Fevereiro de 2010 foram as que apresentaram maior

capacidade antioxidante e também maior atividade antimicrobiana.
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Nas propolis coletadas no apiario de Aguas de Sdo Pedro ndo foi
observado correlacdo entre as amostras que apresentaram menor capacidade

oxidante e aquelas que mostraram maior atividade antimicrobiana.

Os resultados de capacidade antioxidante das amostras da propolis
analisadas foram coerentes em relacédo a concentracdo de artepelin C encontrada.
TEIXEIRA et al. (2010) observaram que em conseqiéncia da variacdo da
composicao quimica das amostras da prépolis analisadas mensalmente houve
uma variagao na atividade antioxidante ao longo do ano, variando de 48 a 66%

sendo que estes resultados mostraram diferengas significativas.
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Figura 37. Capacidade Antioxidante (UM equivalente Trolox/g prépolis) dos
Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras coletadas da cidade de Mogi Mirim no
periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra nao

apresentam diferenca estatisticamente significativa entre si (p < 0,05) pelo Teste
de Tukey.

Quando os resultados de capacidade antioxidante apresentados em %
Inibicdo (Figura 35 e 36) sdo comparados com 0s mesmos resultados expressos

em equivalente de Trolox (Figura 37 e 38) observou - se que somente o0s
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resultados com capacidade antioxidante acima de 50% de inibicdo podem ser
expressos em equivalente de Trolox. Abaixo de 50% de inibicdo n&o foi possivel
determinar a capacidade antioxidante em equivalente de Trolox, pois os resultados
nao se apresentam dentro da curva de calibragao.
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Figura 38. Capacidade Antioxidante (UM equivalente Trolox/g prépolis) dos
Extratos Etandlicos da Prépolis de amostras coletadas da cidade de Aguas de S&o
Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma

letra ndo apresentam diferenca estatisticamente significativa entre si (p < 0,05)
pelo Teste de Tukey.

Antioxidantes podem ser usados para preservar a qualidade dos alimentos
da deterioracao de lipideos. Portanto, podem ser usados para inibir a deterioragao

lipidica e desempenhar um papel importante na industria de alimentos (TEIXEIRA
et al., 2010).
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5.5 Andlises Estatisticas de Correlacao entre Compostos encontrados nas
Prépolis, Capacidade Antioxidante e da Atividade Antimicrobiana

Na Tabela 10 apresentam — se os coeficientes de correlagcdo e os p —
valores para a analise de correlacdo de Pearson com nivel de significancia de 5%.
Os resultados obtidos estdo de acordo com SILVA et al. (2006) que demonstraram
relagdo entre atividade antioxidante dos Extratos Etandlicos da Propolis de
diferentes regides do Brasil e o seu conteudo de fendlicos totais. A correlagao
entre a atividade antioxidante e o conteudo de flavondides totais também foi
observada. Os autores constataram que a correlagdo entre flavondides totais foi

inferior a observada em relagéo ao conteudo de fendlicos totais.

Através dos resultados identificou-se que ha correlagdo significativa e
positiva entre os valores de capacidade antioxidante e fendlicos totais. Nao foi
observada correlagdo entre a capacidade antioxidante das amostras e flavonoides
totais, no entanto, houve correlacédo desta propriedade com as concentracdes do
composto artepelin C. Desta forma, pode-se sugerir que a capacidade antioxidante
das amostras avaliadas é diretamente proporcional a concentracdo de compostos
fendlicos totais, estando mais correlacionada a compostos como o artepelin C do
que com flavonédides. SHIMIZU et al. (2004) concluiram que o Artepelin C é um

antioxidante biodisponivel, corroborando assim com os resultados encontrados.
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Tabela 10. Andlise Estatistica de correlagdo entre os parédmetros avaliados de
fendlicos totais, flavondides totais, artepelin C, capacidade antioxidante e atividade

antimicrobiana.

Correlacao Coeficiente de p - valor

correlacao

Capacidade Antioxidante

Fendlicos Totais 0, 493 <0, 0001
Flavonoides Totais 0,102 0, 193
artepelin C 0, 697 <0, 0001

Atividade Antimicrobiana

Fendlicos Totais - 0,01 0, 896
Flavondides Totais - 0,08 0, 304
artepelin C 0,414 <0, 0001

Capacidade Antioxidante X Atividade Antimicrobiana 0, 452 < 0, 0001

p — valor (< 0, 0001) séao significativos

A atividade antimicrobiana apresentou correlacdo nao significativa com
fendlicos totais. A avaliacgdo da correlacido existente entre a atividade
antimicrobiana e flavondides totais indicou falta de correlacao significativa e para o
artepelin C indicou uma boa correlacao positiva. Desta forma, pode-se sugerir que
a atividade antimicrobiana é diretamente proporcional a concentracdo de
compostos fendlicos como o artepelin C, no entanto ndo apresenta correlacdo com

0s compostos fendlicos do grupo dos flavonéides.

CASTRO et al. (2007) observaram que os maiores resultados da atividade
antibacteriana estiveram também associados com os maiores teores de fendlicos
totais e flavonoides totais, demonstrando relacao entre atividade bacteriana e o
teor de compostos fendlicos para a prépolis do G12 corroborando assim com 0s
resultados encontrados.
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SALOMAO et al. (2008) correlacionaram atividade antimicrobiana com
alguns compostos da prépolis separados, identificados e quantificados por CLAE —
FR. Os autores constataram correlacdo positiva entre a atividade antimicrobiana
do S. aureus com o composto acido p — cumarico e demonstraram o aumento da

concentracao do acido p — cumarico leva a um maior efeito bactericida.

85



6. CONCLUSAO

1 — As analises de espectrofotometria de UV-visivel e CCDAE - FR quando
utilizadas em conjunto servem como um primeiro indicador para a classificacéo

das propolis.

2 — As propolis dos apiarios de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro podem ser
classificadas como prépolis do G12.

3 — A maior parte das amostras da prépolis coletadas nos apiarios de Mogi Mirim e
Aguas de Sdo Pedro apresentaram os seguintes compostos: acido cumarico,

acido ferulico, drupanina, artepelin C e bacarina.

4 - Através da analise de correlagdo de Pearson foram possiveis verificar uma
correlacao positiva e significativa em relacao a capacidade antioxidante e o teor de
fendlicos totais assim como para capacidade antioxidante e artepelin C.

5 - A sazonalidade influenciou a composicao quimica quantitativa da prépolis em
relacdo ao composto artepelin C e também a atividade bioldgica. A alteracdo na
concentracdo de compostos bioativos oriundos das fontes vegetais destas propolis
demonstrou que a atividade antimicrobiana e antioxidante varia em fung¢do do
periodo de coleta e da sazonalidade local sendo o melhor periodo de coleta o
verao nos meses de Dezembro a Marco.



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

1 — Estudo do efeito da vegetacao presente na regido, temperatura média mensal,
indice pluviométrico mensal, indices de poluicdo atmosférica, efeito da restricao de
nutrientes no solo na composicao quimica das prépolis de diferentes regides do
Brasil.

2 — Estudo da estabilidade dos Extratos Etandlicos da Propolis quanto as suas

propriedades bioldgicas.

3 — Aplicacdao dos Extratos Etandlicos da Prépolis in vivo para confirmacao das

atividades bioldgicas.

4 — Construcado de uma planta piloto com as condicoes ideais para otimizacao da
producéo dos Extratos da Prépolis.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Curva Padrao para Quantificacdo de Fendlicos Totais

Absorbancia (760 nm)
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ANEXO 2 - Curva Padrao para Quantificacao de Flavondides Totais
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ANEXO 3 - Curva Padrao para Determinacéao da Capacidade Antioxidante (Trolox)
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ANEXO 4 - Resultados apresentados em Tabelas

Tabela 11. Conteldo de composto fendlicos totais (mg EAG /g prépolis) de Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas em
apiarios das cidades de Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra
nao apresenta diferenga estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. O Teste de Tukey foi feito entre as médias de
amostras da prépolis coletadas no mesmo apiario em diferentes meses.

Periodo Sazonal (més/ano)

Local dg co!eta da Setembro Outubro Novembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
SR 2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010
Fendlicos Totais (mg EAG/ g propolis)
Mogi Mirim 110,57+2,13bc  117,03£31,12b  83,91+15,27 bc

Aguas de Sio Pedro

88,44+21,20 ab

78,93+12,35 b

115,55+14,18 a  107,97+14,90 ab 66,94+20,79 b 75,49+33,72 b

82,11+23,53 ¢ 109,91+9,34 bc  103,62+14,22 bc  94,86+19,80 bc  155,03+62,69a 125,34+36,94 ab  89,93+11,86 bc  76,62+20,08 ¢

Tabela 12. Conteudo de flavondides totais (mg quercetina/g propolis) de Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas em apiérios
das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sdo Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo
apresenta diferenga estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. O Teste de Tukey foi feito entre as médias de
amostras da prépolis coletadas no mesmo apiario em diferentes meses.

Periodo Sazonal (més/ano)

Local dg co!eta da Setembro Outubro Novembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
e 2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010
Flavondides Totais (mg quercetina/ g propolis)
Mogi Mirim 16,65¢1,29¢c  25,86+3,90b  14,07+3,63c  13,35+3,46c  31,61+3,23a  31,27+497a 23,50+1,60b  11,69+587c  14,52+575c¢ 11,83#6,45¢c 13,09+0,86 c
Aguas de Sao Pedro 8,50£3,80b  11,32+5,09ab  18,05+2,59a 16,7614,12 ab 18,8748,28a  10,48%6,81 ab
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Tabela 13. Capacidade Antioxidante (% Inibigao) de Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas em apiarios das cidades de
Mogi Mirim e Aguas de S&o Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra ndo apresenta diferenca
estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. O Teste de Tukey foi feito entre as médias de amostras da propolis

coletadas no mesmo apiario em diferentes meses.

Periodo Sazonal (més/ ano)

Local de coleta da Setembro Outubro Novembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
propolis

2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010

% Inibicao (DPPH)

Mogi Mirim 63,23119,08a 72,84t13,41a 62,46122,54a 63,76116,26a 62,49+10,68a  36,85+12,55 43,43+10,35b  40,38+11,63b  30,12+10,27 bc ~ 21,58+4,72c  27,05%6,56 bc
bc
Aguas de Sao Pedro 28,06+7,14bc  36,84t7,05b  70,45t13,86a 67,11+13,73a 29,55£9,32bc  30,03+10,91 bc  20,59+7,78 ¢  30,61+11,89bc  56,10+10,36 a  63,46+11,78 a

Tabela 14 Capacidade antioxidante (UM equivalente Trolox/g propolis) de Extratos Etandlicos da Propolis de amostras coletadas em apiarios
das cidades de Mogi Mirim e Aguas de Sao Pedro no periodo de Setembro de 2009 a Agosto de 2010. Média com a mesma letra nio
apresenta diferenga estatisticamente significante entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey. O Teste de Tukey foi feito entre as médias de

amostras da prépolis coletadas no mesmo apiario em diferentes meses.

Periodo Sazonal (més/ano)

Local de coleta da Setembro Outubro Novembro Janeiro Fevereiro Marco Abril Maio Junho Julho Agosto
prépolis
2009 2009 2009 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010 2010

MM equivalente Trolox/g propolis

Mogi Mirim 100864,5+48532a 126164,06£33693 a 93989,6+60284 a  81281,3+50765a  76350,7+32734 a 16906,3+32478 b  18920,1+38214 b 1628418698 b

Aguas de S3o Pedro 78937,5+12879 a 102149,3+43269 a 91732,6+42874 a 58989,6+31952 a 97343,8+31288 a
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