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ASPECTOS AMBIENTAIS, QUIMICOS E BIOLOGICOS
RELACIONADOS A PROPOLIS VERMELHA

Lucyana Santos de Mendonca

A propolis € uma mistura heterogénea de compostos e é produzida por abelhas a partir de
vegetais encontrados proximos as colmeias. E classificada de acordo com a origem boténica
e a composicao quimica que pode variar entre as regides. Estudos tem demonstrado que a
prépolis vermelha possui caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas diferenciais. No estado
de Sergipe, até o momento sdo poucos os trabalhos realizados com a propolis vermelha,
com isso sua origem botanica e caracterizacdo quimica ainda ndo estdo definidas. O
objetivo deste estudo foi avaliar o perfil quimico e biolégico de amostras de prépolis
vermelha do litoral norte de Sergipe e sua variabilidade ao longo do ano. A caracterizagao
das amostras de propolis vermelha e os respectivos extratos hidroalcodlicos foram
realizadas mensalmente entre outubro/2009 e Setembro/2010. As condi¢bes de qualidade
da prépolis vermelha da regido estdo em conformidade com a legislagdo. A concentracéo
dos compostos bioativos variou ao longo do ano, no entanto, os perfis cromatogréaficos
foram semelhantes. Quatro compostos foram identificados por comparagdo com padroes
auténticos. A formononetina apareceu como um dos compostos predominantes em todos 0s
extratos de propolis. Neste estudo, observou-se que todas as amostras de propolis foram
capazes de inibir o desenvolvimento de Candida sp. Os resultados demonstraram que a
prépolis vermelha de Sergipe apresenta alteracfes na sua composicdo quimica e cor

durante um ano, mas isso ndo influenciou a atividade antifingica de seus extratos.

Palavras-chave: Sazonalidade, propolis vermelha, &cidos fendlicos, flavonoides, antifingica.
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ENVIRONMENTAL, CHEMICAL AND BIOLOGICAL ASPECTS
RELATED TO THE RED PROPOLIS

Lucyana Santos de Mendonca

Propolis is a beehive product that bees manufacture by mixing their own wax with materials
of vegetal origin, bud exudates and resins from different species of trees. Is classified in
accordance with the botanical origin and its chemical composition might vary widely from
region to region. Studies have demonstrated that the propolis red possess different
characteristics physico-chemical and biological. In the State of Sergipe, until the moment the
works carried through with the propolis are few red, with this its botanical origin and chemical
characterization is not yet defined. The aim of this study was to assess the chemical and
biological profile of red propolis samples from Sergipe and their variability along the year.
The characterization of the red propolis samples and the respective hydroalcoholic extracts
were their performed monthly between October/2009 and September/2010. The quality
conditions of red propolis in this region are in accordance with the standards law. The
concentration of the bioactive compounds varied along the year. However the
chromatographic profile were similar. Four compounds were identified by comparison with
authentic standards. The formononetin appeared as one of the predominant compounds in
all propolis extracts. In our study, it was observed that all propolis samples were able to
inhibit the development of Candida sp. The results demonstrated that the red propolis from
Sergipe showed alterations in it chemical composition and color during a year but this did not

influence the biological activity of its extracts.

Keywords: Seasonality, Red Propolis, phenolic acids, flavonoids, antifungal.
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INTRODUCAO

Estudos sobre a atividade de produtos naturais tem sido priorizados visando
principalmente & atividade bioldgica. A eficacia destes produtos tem sido reconhecida e os
desafios séo identificar novos compostos bioativos e entender seus mecanismos de acéo
(OLDONI, 2007). Devido a riqgueza da flora brasileira, os estudos com as plantas
empregadas popularmente tem propiciado a busca destas moléculas (COUTINHO et al.,
2009).

Em meio a enorme diversidade de produtos naturais existentes no Brasil, os produtos
apicolas tém apresentado destaque por serem de facil obtencdo e por apresentar inUmeras
propriedades farmacologicas. Dentre estes, do ponto de vista econdmico, a propolis € uma
importante alternativa terapéutica (SOARES et al., 2006; TAVARES et al., 2006).

A propolis € produzida pelas abelhas a partir de substancias vegetais coletadas das
fontes boténicas presentes na proximidade do apiério. Existem estudos relatando que a
composicao quimica da propolis pode variar de acordo com a sazonalidade regional, o que
pode influenciar o seu potencial de agdo (SFORCIN et al.,2000; CASTRO et al., 2007). A
composicao da propolis € reflexo da flora utilizada pelas abelhas (BURDOCK, 1998; RUSSO
et al., 2002), podendo ser encontrada em tons que variam do amarelo-esverdeado,

passando pelo marrom-avermelhado ao negro (INOUE et al., 2007).

No Brasil, alguns tipos de prépolis j& foram caracterizados e classificados pela
coloracdo. ApOs 0 processamento e analise das amostras quanto a aparéncia e coloracéo
dos extratos, Park et al. (2000) classificaram as amostras de propolis brasileira em doze
tipos, analisando as caracteristicas fisico-quimicas e propriedades biolégicas de material
coletado em diferentes regides brasileiras. Segundo Daugsch et al., (2007) um novo tipo de
prépolis de coloracéo vermelha foi verificado em colmeias encontradas ao longo do litoral e
dos rios do Nordeste do Brasil, apresentando caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas

diferenciadas das demais ja estudadas.

A maior parte dos trabalhos encontrados na literatura refere-se a préopolis verde, e
apenas nos ultimos anos a prépolis vermelha tem sido objeto de estudo. Segundo Alencar et
al., (2007), a propolis vermelha brasileira possui novos compostos bioativos nunca antes
encontrados nos produtos j4 estudados. Esta possui uma importante fonte de compostos
com atividades biologicas, sendo uma delas a atividade antioxidante (OLDONI et al., 2011).

Estudo realizado por Cabral et al., (2009), concluiu que a prépolis vermelha possui alta

13
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atividade antioxidante e antibacteriana e as sub-fragcbes obtidas s&o mais ativas

biologicamente que o extrato bruto.

A composicdo quimica e as atividades biolégicas das propolis dependem dos
aspectos ambientais como, por exemplo, pluviosidade, variagbes de temperatura e pasto
apicola. A alteracdo do pasto apicola, bem como as mudancas climéaticas que ocorrem
durante o ano, pode modificar o produto natural em sua composi¢do quimica, dificultando a
padronizagdo do mesmo para comercializagdo. Com relacdo a variagdo sazonal, a
diminuicdo em alguns componentes biologicamente ativos pode ser acompanhada pelo
aumento de outros (NUNES et al, 2009). Estudos que abordam o efeito da sazonalidade sédo
muito importante para a caracterizacdo da matéria-prima de uma determinada regido, uma
vez que questbes climaticas também se diferenciam em funcdo da regido onde o produto
natural é obtido (SIMOES-AMBROSIO et al, 2010). Este tipo de estudo também orienta o

calendario apicola, ajustando a producdo e direcionando manejo.

Neste contexto, o produto natural, por apresentar uma composi¢cao heterogénea de
substancias ativas, vem sendo estudado e tem apresentado resultados promissores. A
crescente busca de novas alternativas para o controle e tratamento de diferentes infeccdes

tem sido justificada por uma série de problemas relacionados a multirresisténcia, que é

resultado do indiscriminado e abusivo de antimicrobianos (SILVA et al., 2007).

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a variabilidade ambiental
da prépolis vermelha produzida na regido de Brejo Grande/SE em relacdo aos seus

aspectos quimicos e bioldgicos, observando tais variaveis durante um ano.

Este trabalho foi dividido em dois capitulos, onde no primeiro capitulo foi realizada
uma revisdo de literatura sobre os temas estudados. O segundo capitulo intitulado por
“Influéncia da sazonalidade nas caracteristicas quimicas e biolégicas da propolis vermelha
brasileira”, teve como objetivo relacionar o perfil quimico das amostras de propolis de Brejo

Grande/Sergipe com a variabilidade ambiental, bem como avaliar a atividade antifangica.

14
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CAPITULO |

REVISAO DA LITERATURA
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 A Apicultura

A apicultura € uma atividade muito antiga, ja exercida desde a preé-histéria,
relacionada diretamente a preservacdo ambiental (SANTOS & RIBEIRO, 2009; MAIA-
ARAUJO, 2009), sendo esta particularmente importante aos apicultores, considerando que a
producdo apicola de alta produtividade depende da conservacdo da mata nativa, evitando
desmatamento ou poluicdo ambiental. Esta atividade colabora por meio da polinizagdo das
plantas pelas abelhas, com a reproducdo de espécies nativas e cultivadas, evitando
inclusive a extincdo destas espécies contribuindo para o equilibrio do ecossistema e
manutencédo da biodiversidade (FRANZESE, 2005).

As abelhas pertencentes ao género Apis sdo as que melhor realizam o processo de
polinizagdo, ajudando a agricultura, produzindo mel, geléia real, cera, propolis e polen. A
Apis mellifera possui habitat bastante diversificado que inclui desde a savana, florestas
tropicais, deserto, a regides litordneas e montanhosas (PEREIRA et al., 2003). Os fatores
climaticos, sociais e individuais afetam os padrbes de forrageamento, nidificacdo e as
relacdes intra e interespecificas influenciando a diversidade e abundancia das abelhas e
seus produtos (CASTRO, 2001).

A Apis mellifera existente no Brasil, também chamada de abelha africanizada, € um
polihibrido resultante do cruzamento acidental entre as subespécies européias, introduzidas
pelos jesuitas, e as abelhas africanas trazidas por Dr. Warwick Kerr, que tinha o objetivo de
contribuir cientificamente para a melhoria da apicultura brasileira, mediante melhoramento
genético (MICHENER, 1975; TOLEDO et al., 2006). Essas abelhas dispersaram-se por toda
Ameérica do Sul e América Central ficando restritas as regifes de baixas altitudes e lugares
de invernos amenos (MELLO et al., 2003). No Brasil encontram-se bem adaptadas a areas
urbanas, bordas de florestas e formacbes vegetativas abertas, como regides costeiras
(OLIVEIRA & CUNHA, 2005).

Por se tratar de uma atividade que envolve o aspecto social, econémico e ambiental,
a apicultura € uma atividade do agronegdcio que mais tem sido desenvolvida no Brasil,
tornando-o conhecido como exportador e produtor de mel organico e propolis (OLDONI,
2007; GONCALVES, 2006). Os produtos apicolas gerados s@o naturais e de alto valor de
mercado. Entretanto, informagfes a respeito da geléia real, do pdlen apicola e da apitoxina
sdo escassas (SANTOS & RIBEIRO, 2009). No Nordeste brasileiro, as condi¢cdes de

ambiente quanto a diversidade floristica, principalmente determinada pelas plantas nativas,
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o clima tropical e a auséncia de defensivos agricolas propiciam a exploracdo de outras
atividades apicolas que ndo somente a producao de mel (QUEIROZ et al., 2001). No Estado
de Sergipe, a apicultura é uma atividade econémica crescente, todavia, ndo ha um
levantamento significativo da capacidade de sustentabilidade e desenvolvimento (SANTOS
& RIBEIRO, 2009).

Para a exploracdo racional dos produtos apicolas € necessério o conhecimento da
flora apicola da regido o que facilita as operagbes de manejo no apiario e com isso, uma
maior producdo (SANTOS et al., 2006; SANTOS & RIBEIRO, 2009). Deste modo, para uma
apicultura produtiva é necesséario conhecer como as variagdes ambientais influenciam a flora
apicola, ou seja, o comportamento dos fluxos de néctar e de polen da regido e como estes

recursos sao aproveitados pelas abelhas (SANTOS et al., 2006).

Nas regiBes do Semiarido nordestino a apicultura é considerada uma das grandes
opcOes devido a grande diversidade de floradas e de micro-climas, aliados as vastas
extensdes ainda inexploradas e isentas de atividade agropecuaria tornando-a de maior
potencial para a producdo de mel organico em todo o mundo (CARVALHO, 2005). No ano
de 2008, considerando o periodo de janeiro a setembro, a receita das exportacdes de mel
atingiu US$ 35,48 milhdes (MAIA-ARAUJO, 2009). Em 2009, considerando apenas o
periodo de janeiro a maio, esta receita atingiu US$ 33,70 milhdes, o que demonstra o rapido
crescimento do setor. As exportagBes de propolis geraram uma receita em julho/2010 de
US$ 46.417,00, equivalentes a 499 quilos, ao preco de US$ 93,02/kg superior aos US$
82,94/kg pagos e julho/2010 (SEBRAE, 2010).

O auge da producédo e comercializagdo do setor apicola no Brasil foi atingido apés o
ano de 2002, devido o embargo da Unido Européia ao mel da China e pela restricdo de
compra do mel da Argentina pelos americanos (PAULA NETO, 2005). Destacam-se como
grandes produtores de mel os Estados do Piaui, Santa Catarina, Parand, Ceara, Rio Grande
do Sul, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e Pernambuco (CARVALHO, 2005). Na producéo e
exportacdo de propolis destacam-se os Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (SEBRAE,
2010). Com isso, o mercado internacional voltou-se para o Brasil como sendo um grande
produtor de mel e prépolis e isto fez com que os precos do mercado interno se elevassem
rapidamente (OLDONI, 2007). O desafio € assegurar a comprovacdo da qualidade exigida

para se ter maior competitividade no mercado.

Normalmente, a coleta de prdopolis é feita mediante raspagem na tampa da colmeia,

aumentando assim, o risco de contaminagdo com outros materiais como lascas de madeira
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e terra. Visando a melhora da qualidade da propolis, algumas técnicas foram desenvolvidas,
como uso de telas coletoras abaixo da tampa, coletor de propolis inteligente (CPI), dentre
outras (INOUE et al., 2007).

Nas ultimas décadas, na regido Nordeste, érgdos de fomento estaduais e federais
vem apostando recursos na apicultura através dos Arranjos Produtivos Locais (APL'’S),
especialmente nos estados do Ceara e Piaui, que ja possuem, inclusive, participacao efetiva
na exportacéo de produtos apicolas, especialmente mel (SEBRAE, 2003). No municipio de
Brejo Grande/SE (Figura 1), a apicultura vem se fortalecendo através da Associacdo de
Criadores de Abelhas e Artesdos, que atualmente trabalha com esta atividade econdmica.
Eles mantém na comunidade de Brejdo dos Negros uma unidade de processamento de
polen apicola, pois nessa regido predominam as antigas fazendas de céco e areas ainda
bastante preservadas de restinga e manguezais, favorecendo a criacdo de abelhas (MAIA-
ARAUJO, 2009).
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Figura 1: Localizacdo geografica de alguns apiarios localizados no municipio de Brejo
Grande /SE. Apiario Capivara (CP), Apiario Pau-da-Gamela (PG), Apiario Cajuipe (CJ) e
Apiario Fernandinho (FE).
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Assim, a apicultura no Brasil, passou a ser vista como uma atividade profissional e
uma alternativa econémica e sustentavel para a populacao rural de diversas regides, por ser
rentavel e menos danosa ao meio ambiente (SEBRAE, 2003). Além da producao do polen e
do mel, a producdo de prépolis € uma das mais lucrativas atividades ligadas a apicultura.
Desse modo, a propolis passou a ser um produto promissor entre aqueles que podem

contribuir efetivamente para o desenvolvimento da regido Nordeste (MAIA-ARAUJO, 2009).
1.2 Propolis

Os primeiros registros da utilizacdo da prépolis pelo homem remontam ao Egito e a
Mesopotamia (CASTALDO & CAPASSO, 2002). Na metade dos anos 80 a prépolis tornou-
se um produto importante na medicina complementar (LUSTOSA, 2007). Atualmente, em
varias partes do mundo, a prépolis vem sendo comercializada pela industria farmacéutica

como uma medicina alternativa (LOTTI et al., 2010).

A propolis, substéncia resinosa coletada a partir de varias fontes vegetais de
diversas partes das plantas por abelhas africanizadas Apis mellifera, tem sido empregada
popularmente como agente terapéutico na medicina alternativa (SILVA, 2008). A palavra
prépolis é derivada do grego onde pro significa “em defesa de” e polis “cidade”, isto €, em
defesa da cidade ou da colmeia (MARCUCCI, 1996; BURDOCK, 1998; PEREIRA et al.,
2002). E usada como um selante nos espacos abertos da colmeia e contem basicamente

substancias vegetais, cera e outras secre¢des da abelha (LOTTI et al., 2010).

De acordo com a regido geografica de origem, as propriedades biol6gicas e a
vegetacdo de onde foi extraida, a prépolis brasileira foi classificada em diferentes tipos
(PARK et al.,, 2002). Dentre estas, estd a propolis verde que € considerada a mais
valorizada em todo o mundo e a propolis vermelha descoberta recentemente em colmeias
localizadas ao longo do mar e costas de rios no nordeste brasileiro, considerada uma nova
variedade (SOUSA, 2007; DAUGSCH et al., 2007).

Apesar da maioria dos estudos terem como objeto a propolis verde, por ser bem
caracterizada e conhecida em todo o mundo (LUSTOSA, 2007), a variedade vermelha vem
sendo estudada por apresentar caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas diferenciais.
Daugsch et.al., (2006) mencionou essa variedade como um novo tipo de propolis de
coloracdo vermelha, classificada como prépolis do grupo 13. A propolis brasileira é
caracterizada por sua composi¢cdo quimica atendendo as normas exigidas na Instrucéo
Normativa n° 3 de 19 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) e por sua origem botanica (PARK
et al.,2002).
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1.2.1 Caracteristicas botanicas

De acordo com a origem botéanica e a composi¢cdo quimica a propolis brasileira foi
classificada em diferentes grupos (Tabelal). Porém, essa classificacdo ainda €
subestimada, uma vez que as abelhas podem coletar resina numa grande variedade de
plantas (SILVA, 2008). Devido a ampla diversidade vegetal existente no Brasil para a
retirada de resina e producdo da prépolis, até agora apenas algumas variedades tiveram a
origem botanica identificada (PARK et al.,2002). De acordo com Park et al.,(2000), o
alecrim, assa-peixe, aroeira e eucalipto sdo alguns exemplos de onde as abelhas buscam a
matéria-prima para a producdo da prépolis. Segundo Aguero et al. (2010), as fontes de
resinas e exsudatos vegetais disponiveis variam de regido para regido e dependem do

clima, solo e outros fatores.

Na regido sudeste do Brasil é encontrado a prépolis verde que tem como origem
botanica o alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia (ALENCAR et al., 2005). Esta
prépolis é produzida fundamentalmente no sul, leste, centro e zona da mata de Minas
Gerais, leste de S&o Paulo, norte do Paran& e em regides serranas do Espirito Santo e Rio
de Janeiro, sendo, portanto um produto tipicamente brasileiro (NASCIMENTO et al.,2008). A
prépolis vermelha é tipica de Cuba e da Venezuela onde as origens botanicas foram
identificadas como Clusia nemorosa e Clusia scrobiculata respectivamente (TRUSHEVA et
al., 2006). Ja a principal origem botanica da propolis vermelha de Alagoas foi identificada
como Dalbergia ecastophyllum, popularmente conhecida como rabo-de-bugio, encontrada

ao longo da praia e regido do mangue do nordeste do Brasil (SILVA et al., 2007a).

O estudo de plantas fornecedoras de resina para as abelhas € importante para a
preservacdo, manejo e producdo apicola (VIDAL et al., 2008). Estes estudos fornecem
informacfes sobre as melhores regibes para a producdo de prépolis, e também sobre a
selecdo dos melhores prazos para a sua colheita (BANKOVA, 2005). Sendo assim, faz-se
necessario a realizacdo de testes que comprovem a origem botanica da propolis vermelha
brasileira, pois varias espécies de plantas produzem exsudato vermelho, como, a aroeira
vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi), o cajueiro (Anacardium occidentale) entre outras.

Estes dois vegetais compdem o pasto apicola da regido de estudo.
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Tabela 1: Classificacdo dos tipos de propolis brasileira

Prépolis  Origem geografica Cor Origem Botanica Composicao Quimica Extrato Microrganismo Referéncia
Grupo 1 Sul (RS) Amarelo - - - - Park et al., 2002
Park et al., 2002;
Grupo 2 Sul (RS) Castanho claro - - - - Silva, 2008
. ~ Ester do acido dimetil dialil
Resina do botéo floral de R S . . Park et al.,, 2000 e
Grupo 3 Sul (PR) Castanho escuro Populus alba cafelcq, O's flavondides: crisina e Etandlico S.aureus; S.mutans 2002: Silva, 2008
galangina;
Park et al., 2000 e
Grupo 4 Sul (PR) Castanho claro - - - - 2002: Silva, 2008
Park et al., 2000 e
Grupo 5 Sul (PR) Marrom esverdeado - -' - - 2002: Silva, 2008
Resina de folhas iovens Esteres de acidos graxos, Park et al., 2000 e
Grupo 6 Nordeste (BA) Marrom avermelhado ge tofhas J Compostos aromaticos, Etandlico S.aureus; S. mutans 2002; Silva, 2008;
de Hyptis divaricata - .
Terpendides, Flavonoides; Castro et al., 2007.
Park et al., 2000 e
Grupo 7 Nordeste (BA) Marrom esverdeado - - - - 2002: Silva, 2008
Park et al., 2000 e
Grupo 8 Nordeste (PE) Castanho escuro - - - - 2002: Silva, 2008
Park et al., 2000 e
Grupo 9 Nordeste (PE) Amarelo - - - - 2002: Silva, 2008
Grupo 10 Nordeste (CE) Amarelo escuro - - - - Park et al., 2002
Grupo 11 Nordeste (PI) Amarelo - - - - Park et al., 2002
- . - Park et al., 2004.
Flavonodides, acidos fenodlicos, :
. o . . . Park et al, 2002;
. . cetonas, aldeidos aromaticos, S.aureus; C. albicans; . !
Verde ou Marrom Resina de fplhas jovens alcodis, terpenos, acidos graxos . S. mutans T. rubrum Funari € Fero, 2006;
Grupo 12 Sudeste (SP, MG) de Baccharis P ! ' Etandlico ) ; ' Marcucci et al.,2007;
esverdeado P aminoacidos, oligoelementos, T.tonsurans e T. !
dracunculifolia L Bankova et al, 2000;
vitaminas B1, B2, B6, E, C e mentagrohytes
hidrocarbonetos Sousa et al..2007
’ Siqueira, 2008a.
S. aureus,
Exudato do caule da E?n:?)?]?)lr?stsin(g H:Stci:r?? brtljnea:lzetina tS alfrlri]r%rlﬁilllﬁn Silva et al,, 2007a;
Grupo 13 Nordeste (AL, BA, PB) Vermelha ; 4 ' Etandlico P ’ Daugsch et al., 2007;

Dalbergia ecastophyllum

dalbergina entre outros); Acido

fendlico (acido feldrico)

S.mutans T. rubrum,
T. tonsurans e
T.mentagrohytes

Siqueira, 2008a.
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A aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) € espécie nativa da América tropical e no
Brasil distribuem-se por todo o litoral nordeste, sudeste, sul e o centro-oeste (LENZI et al.,
2003; SANTOS et.al.,, 2006). Embora, seja conhecida também como pimenta rosa, néo
pertence a familia das pimentas, e sim a familia Anacardiaceae (LENZI & ORTH, 2004;
CAVALCANTI & BRITO, 2009). E uma planta comum em beira de rios e cérregos e ocorre
desde a restinga até as florestas pluviais. Possui tronco tortuoso com casca grossa e
fissurada, podendo chegar a 10m de altura (LORENZI, 1998). Sua importancia comercial se
deve ao fato, de possuir propriedades medicinais, fitoquimicas e alimenticias (AMORIM &
SANTOS, 2003; LENZI & ORTH, 2004). Segundo alguns autores, a aroeira vermelha
apresenta um padrao de florescimento sub-anual, ou seja, dois periodos de floragcdo em um
mesmo ano (NEWSTROM & FRANKIE, 1994; LENZI & ORTH, 2004; CESARIO &
GAGLIANONE, 2008). Porém, devido a ampla distribuicdo geogréfica pode haver
divergéncia em algumas caracteristicas morfolégicas e as épocas de floracdo dessa espécie
(LENZI & ORTH, 2004).

Outra espécie, o cajueiro (Anacardium occidentale) € uma planta tipica de regifes de
clima tropical sendo originaria do Brasil. Sdo encontrados nas regides norte e nordeste do
Brasil, onde existem grandes areas de cultivo utilizadas para a producdo de castanha
(SANCHO et al.,, 2007; BENDINI & SOUZA, 2008), tornando-o de grande importancia
econdmica para o Brasil. O caju é conhecido pelo sabor e valor nutricional de suas
améndoas e pedunculos (pseudofruto) (CORREIA et al., 2006). A literatura cita que esta
planta possui atividade antiinflamatoria, potencial gastroprotetor e acdo antimicrobiana,
(PINHEIRO, 2009; PEREIRA et al., 2010). Segundo Frota (1988), no periodo de maior
concentracdo de chuvas a planta apresenta uma aparente fase de repouso vegetativo. Em
contrapartida, o florescimento ocorre sempre na estacao seca, porem € possivel encontrar
planta que floresce durante o ano inteiro e planta que apresenta um periodo mais
concentrado de floracdo (BARROS, 1988).

A presenca de pdlen na prépolis é um componente importante na andlise das
caracteristicas e na tentativa de inferir sobre a origem botanica da prépolis (BARTH & LUZ,
2009). O pdlen é o elemento reprodutivo masculino das plantas mais evoluidas do sistema
biolégico vegetal (APICULTURA, 2009). O aparecimento do pdlen na propolis tem diversas
origens. Pode ser trazido pelo vento, aderindo a resina das exsudac¢fes vegetais, ou
também, entrar na confeccao da prépolis como contaminante ou colhido em separado pelas
abelhas para armazenamento dentro da colmeia (BARTH et al.,1999). A analise polinica de

prépolis € uma técnica pouco utilizada em pesquisa, ja que requer conhecimentos amplos
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de palinologia e meio ambiente (FREITAS, 2002). Através da morfologia do polen apicola é
possivel a identificacdo de taxons vegetais permitindo a inferéncia, através de associacdes
polinicas, sobre a composicao da vegetacéo local e regional (BARTH et al.,1999; BARTH &
LUZ, 2009).

A provéavel fonte vegetal comparada com a analise da composi¢cdo quimica € o
melhor indicador da origem botanica da propolis (ALENCAR, et al., 2005). As diferencas
genéticas das abelhas que coletam a resina e a origem geografica das substancias nela
presentes tornam a composi¢cdo quimica da prépolis complexa (BARBOSA, 2009). Assim,
prépolis de diferentes locais podem ter constituintes quimicos diferentes (HERNANDEZ et
al., 2010).

1.2.2 Caracteristicas quimicas

Apesar da classificacdo das prépolis brasileiras, ha estudos relatando que a
composicao quimica da propolis pode variar de acordo com a sazonalidade regional, o que
podera influenciar o seu potencial (SFORCIN et al.,2000; CASTRO et al., 2007). Cuesta-
Rubio et al., (2007), afirmam que as propolis de regibes temperadas (oeste da Asia, Europa
e America do Norte) possuem composi¢cdo quimica semelhante entre si, porém sé&o
diferentes quando comparadas as propolis de regides tropicais devido a diferenca na
vegetacgdo. Os fatores que influenciam a preferéncia das abelhas por uma determinada fonte
vegetal n&o s&o conhecidos, sabe-se apenas que elas séo seletivas na coleta (SALATINO et
al., 2005). Uma vez que, utilizam a prépolis como anti-séptico, possivelmente a escolha da
planta esta relacionada com a atividade antimicrobiana da resina (SHAINLER &
KAFTANOGLU, 2005).

A propolis € considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas em
fontes naturais. Mais de 300 constituintes j& foram identificados e/ou caracterizados em
diferentes amostras de prépolis (RIGHI, 2008). Dentre eles flavondides, acidos aromaticos,
acidos graxos, fendis, aminoacidos. Além destes componentes quimicos ha elementos
inorganicos como o cobre, manganés, ferro, calcio, aluminio, vanadio e silicio (MARCUCCI,
1996; PEREIRA et al, 2002; GALINDO, 2007). A tabela 1 resume o0s principais
componentes quimicos presentes nas diferentes propolis brasileiras, bem como a atividade

antimicrobiana relacionada.

Os principais compostos responséaveis pelos efeitos benéficos da propolis sdo os
flavondides, compostos fendlicos provenientes de plantas, que agem em diferentes

processos fisiolégicos, e exercem funcédo antimicrobiana (BARBOSA, 2009). Os flavonoides
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sdo separados em diversas classes a depender das caracteristicas quimicas e
biossintéticas: flavonas, flavonol, flavanol, flavanona isoflavona, antocianidinas (OLDONI,
2007). Na tabela 2 estdo apresentadas as estruturas quimicas das diferentes classes de

flavonoides bem como alguns dos seus principais representantes.

Tabela 2: Classificagdo e estrutura quimica de flavondides

Classe Estrutura Geral Exemplos
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Existe grande controvérsia em relagdo ao teor de flavondides nas amostras de
prépolis brasileira (PEREIRA et al., 2002). Segundo Bankova et al. (1995), as prépolis
brasileiras possuem baixa concentracdo de flavonoides e ésteres de é&cidos fendlicos, e
altas concentragcbes de acido dihidroxicindmico, acetofenonas preniladas e alguns
terpendides especificos. Um baixo teor de flavondides, da ordem de 0,04 a 0,5%, foi

determinado em variedades de prépolis do Nordeste brasileiro (SILVA et al., 2006).

Silva et al., (2007a) identificaram na propolis vermelha apenas dois flavonoéides
(quercetina e crisina) e um acido fendlico (acido ferulico) considerados como padrédo nos 12
tipos de proépolis brasileiras. Cabral et al., (2009) ndo identificaram na prépolis vermelha a
maioria dos compostos usados como padrdo que sdo comumente encontrados em outros
tipos de propolis brasileiras. Quatro isoflavonas presentes na propolis vermelha com
propriedades antimicrobiana, anticancer e antioxidante foram identificadas por Alencar et al.,
(2007), as quais ndo foram encontradas nas demais propolis brasileiras sdo elas:
dihidroxiisoflavona, = homopterocarpina, medicarpina e 4, 7-dimethoxi-2’-isoflavona.
Substancias formadas a partir do acido cindmico e seus derivados (&cidos p-cumarico,
caféico, ferulico, e sinapico) como a artepilina C (acido 3,5-diprenil-4-hidroxicinamico), sdo
caracteristicas da prépolis verde (SALATINO et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2005), enquanto
as benzofenonas preniladas s&o os constituintes principais da prépolis vermelha
(TRUSHEVA et al., 2006).

Os isoflavondides s&o metabdlitos secundérios de plantas com mdltiplos
efeitos biolodgicos e farmacolégicos (OLDONI et al., 2011). A presenca destes era conhecida
apenas em amostras de propolis cubana, porém Trusheva et al., (2006) identificaram em
amostras de propolis vermelha de Alagoas. Isso demonstra a similaridade entre a propolis
vermelha do Brasil e de Cuba (Piccinelli et al., 2005; Daugsch, 2007). Entretanto, a presenca
de isoflavonoides ainda ndo foi identificada em outras amostras de propolis brasileira
(OLDONI et al.,, 2011). A formononetina, um isoflavondide com atividade estrogénica,
antiradical e antifingica foi encontrado em maior quantidade em amostras de propolis
vermelha da Paraiba. Essa isoflavona, quando consumida por mamiferos, é metabolizada
em daidzeina que é um isoflavondide presente na soja usado no tratamento de cancer de

mama e préstata (Moraes, 2009).

Dentre os principais métodos utilizados para identificacdo e/ou quantificacdo de
compostos quimicos presentes em extratos de propolis destacam-se os métodos
espectrofotométricos e cromatograficos (CHANG et al.,2002). Segundo Park et al.(2000),
através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), cada amostra de propolis
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possui um perfil quimico diferenciado independente do local coletado. Popova et al.,(2010),
afirma que a cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa (CG-MS) é uma
importante ferramenta para a rapida caracterizacdo quimica da propolis, além de ter

potencial para revelar as suas fontes vegetais.

Para doseamento de classes quimicas com menor especificidade pode-se empregar
0 método colorimétrico na quantificagdo de estruturas similares aos flavonoides. No entanto,
nenhum dos métodos colorimétricos podem detectar todos os tipos de flavonoides (CHANG
et al.,2002). O fracionamento € o0 passo inicial na identificacdo de compostos bioativos de
produtos naturais (CABRAL et.al.,, 2009). Com isso, as técnicas mais utilizadas para a
analise e determinacdo dos constituintes quimicos da prépolis sdo a CG-MS e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BANKOVA, 2005; SOUSA et al., 2007). A
CLAE tem sido a técnica analitica mais desenvolvida, difundida e empregada em
laboratérios. Porém baseado no mesmo principio, 0 avan¢go mais recente das técnicas de
separacdo € a cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) onde as andlises sdo mais
rapidas, o consumo de solventes é menor, a eficiéncia alcancada e a detectabilidade séo
maiores (MALDANER & JARDIM, 2009).

Segundo Hernandez et al., (2010), os estudos sobre a composi¢éo quimica da prépolis
podem ajudar a estabelecer critérios para o controle de qualidade das amostras de prépolis.
No Brasil, a qualidade da propolis é verificada utilizando paradmetros normatizados pelo
Ministério da Agricultura (BRASIL, 2001), onde o teor de flavondides, bem como a
composicdo centesimal da mesma devem ser avaliados. As propriedades bioldgicas da

prépolis estdo ligadas diretamente a sua composi¢do quimica.
1.2.3 Atividade antimicrobiana

A maioria dos flavondides e fendlicos identificados na propolis ja possuem atividade
biolégica comprovada. Dentre as propriedades estdo as atividades: antimicrobiana,
antioxidante, antiinflamatéria, imunomodulatéria, hipotensiva, cicatrizante, anestésica,
anticancer, anti-HIV e anticariogénica (PARK et al.,2002a). Alguns estudos também
evidenciam a acdo da propolis como antiparasitaria (STARZYK et al., 1997), inseticida
(GAREDEW et al., 2002), anti-herpes (AMOROS et al., 1992), anti-hepética (SUGIMOTO et
al., 1999), cicatrizante (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009). e acdo hormonal (SONG et
al., 2002).

Pesquisas relacionadas com prépolis tem se mostrado muito importante devido seu

amplo espectro de efeitos, incluindo suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas,
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antivirais e antiinflamatérias (KOSALEC et al., 2005). Buriol et al., (2009), afirmam que a
prépolis apresenta atividade antimicrobiana independente da sua origem, devido ao efeito
bactericida e fungicida imprescindivel para preservar a vida na colmeia. A atividade biolégica
da prépolis € atribuida as substancias derivadas das plantas coletadas para a sua producao.
Hernandez et al., (2010), inferem que duas ou mais espécies vegetais contribuem para a
producdo da propolis cubana. Por isso, embora seja um produto de origem animal, alguns
compostos quimicos da propolis sdo derivados da fonte botanica utilizada pelas abelhas,

principalmente aqueles com ac¢éo biolégica (SALATINO et al., 2005).

No Brasil, a diversidade de plantas medicinais utilizadas como forma alternativa, tem
estimulado os estudos para o isolamento de seus principios ativos e isto tem comprovado as
atividades antimicrobianas relatadas (ALVES, 2009). As caracteristicas fitoterapicas da
maioria das plantas medicinais estdo relacionadas ao controle de processos inflamatérios e
micoses. Estudos comprovam que muitas dessas caracteristicas possuem similaridade as
apresentadas pela aroeira (antiinflamatéria e bactericida) e pelo cajueiro (antiinflamatoria,
bactericida e analgésico) (CARVALHO et al., 2002). A primeira publicacdo nacional sobre a
atividade biolégica da proépolis tratou de um estudo comparativo do efeito do extrato de

propolis e antibiéticos na inibicdo de Staphylococcus aureus (ADELMANN, 2005).

A acao antimicrobiana da propolis tem sido amplamente investigada (SILVA, 2008) e
depende do solvente utilizado para preparar o extrato. Normalmente sdo usados o0s extratos
etandlicos de propolis (TOSI et al.,1996). Atualmente, os pesquisadores estudam um meio
de produzir um extrato aquoso de propolis com as mesmas qualidades do extrato alcodlico,
porém sem as desvantagens deste, como o sabor residual e algumas reacdes adversas e
contra indicagbes (KONISHI et al., 2004; MELLO et al., 2010). Alguns pesquisadores
relatam a viabilidade do extrato oleoso de prépolis que foi capaz de extrair substancias
bioativas responsaveis por atividade antimicrobiana e citotbxica e que conserva as

caracteristicas organolépticas da prépolis (BURIOL et al., 2009).

A atividade antibacteriana da prépolis frente a bactérias gram-positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Enterococcus faecalis) € maior quando
comparada a gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) (MARCUCCI et al., 2001; LU et
al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006; PACKER e LUZ, 2007). A prépolis apresentou efetividade
frente vérias linhagens de bactérias gram positivas: Bacillus brevis, B. cereus, B.
megatherium, B. polymyxa, B. pumilus, B. sphaericus, B. subtilis, Cellulomas funi, Nocardia
globerula, Leuconostoe mesenteroides, Micrococcus lysodeikticus, Sarcina litea; e gram
negativas: Aerobacter aerogenes, Alcaligenes sp., Bordetella bronchiseptica, Escherichia
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coli, Proteus vulgaris, e Serratia marcescens (ADELMANN, 2005). Os extratos etandlicos da
propolis vermelha (grupo 13) inibiram Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Streptococcus mutans (DAUGSCH, 2007).

De acordo com alguns pesquisadores, a prépolis possui agdo sinérgica relevante,
podendo se constituir como alternativa terapéutica para a resisténcia microbiana, porém
dependente de sua composicdo (STEPANOVIC et al.,, 2003; FERNANDES et al., 2005;
ONLEN et al., 2007). No entanto estudo conduzido por Cabral et al., (2009) para a atividade
antioxidante e antibacteriana da prépolis vermelha ndo apresentou um efeito sinérgico entre

0s varios compostos presentes no extrato bruto.

Trabalhos realizados com amostras de prépolis vermelha proveniente do litoral norte
do estado de Sergipe apresentaram acdo antibacteriana (SIQUEIRA, 2008a), antifingica
(BITTENCOURT, 2008) e cicatrizante (ALBUQUERQUE JUNIOR et al., 2009). Nenhum
registro foi encontrado na literatura envolvendo a avaliacdo da atividade antimicrobiana de

outras variedades de prépolis também encontradas na regido.

Além da atividade antibacteriana, a prépolis se destaca por sua acao antifingica. As
infeccbes fungicas se tornaram um importante problema de salde publica nas ultimas
décadas devido ao aumento significativo no niumero de pacientes imunocomprometidos
(PERES, 2007). Estas infeccbes possuem ampla variedade e difusdo, apresentando
manifestacdes clinicas diversas, seguindo a natureza dos tecidos em que se localizam
(FARNESI, 2007).

Segundo Marcucci, (1996) a prépolis apresenta um importante potencial antifingico
frente Trichophyton e Microsporum. O Trichophyton rubrum é o dermatéfito mais frequente,
sendo responsavel por causar a maioria das infecgdes superficiais (MARANHAO, 2009). A
prépolis tem demonstrado excelentes agfes fungistatica e fungicida, em testes in vitro frente
leveduras identificadas como causadores de onicomicoses (LONGHINI et al., 2007).
Segundo Uzel et al., (2005), a propolis brasileira possui acdo frente a diferentes espécies de
Candida. Em estudo realizado por Siqueira (2008), a atividade antifingica do extrato
alcoolico de prépolis vermelha foi mais eficiente que o extrato alcodlico de propolis verde
frente a Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans e Trichophyton mentagrohytes, sendo
que as amostras de T. rubrum demonstraram-se mais sensivel para a atividade antifingica

dos extratos alcoodlicos de ambas as propolis.

A atividade antifungica de extratos etanolicos de prépolis foi avaliada por Sforcin et

al., (2001) frente a Candida albicans e Candida tropicalis. Chee (2002) testou a atividade da
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propolis in vitro em C. albicans. Segundo Bittencourt (2008), a propolis vermelha sergipana
inibiu C.albicans e apresentou agao fungicida em uma concentragdo de 347,7 pg/mL.
Enquanto a concentragdo inibitéria minima da propolis européia frente a C.albicans foi 1200
a 6400 pg/mL (HEGAZI et al., 2000).

Os produtos que contém propolis e apresentam indicacdes terapéuticas podem ser
registrados como medicamentos especificos segundo a Resolugdo-RDC n° 132, de 29 de
maio de 2003, D.O.U. de 02/10/2003, sendo classificados como apiterapicos (BRASIL,
2003). Os limites para a fixacdo de identidade e qualidade da propolis sdo preconizados
pelo Ministério da Agricultura através da Instrucdo Normativa n® 3, de 19 de janeiro de 2001
onde a maioria dos produtos a base de prépolis comercializados no Brasil possui registro
(BRASIL, 2001). A comprovacdo de seguranca e eficacia segue a nota técnica da Camara
Técnica de Medicamentos Fitoterapicos (CATEF, 2005).
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CAPITULO I

INFLUENCE OF SEASONALITY IN THE BIOLOGICAL AND
CHEMICAL CHARACTERISTICS OF BRAZILIAN RED PROPOLIS
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ABSTRACT

The aim of this study was to assess the chemical and biological profile of red propolis
samples from Sergipe/Brazil and their variability along the year. The characterization of the
red propolis samples and the respective hydroalcoholic extracts (HPE) were their performed
monthly between October/2009 and September/2010. The quality conditions of red propolis
in this region are in accordance with the standards law. The concentration of the bioactive
compounds varied along the year, however the chromatographic profile were similar. Four
compounds were identified by comparison with authentic standards. The formononetin
appeared as one of the predominant compounds in all propolis extracts. In our study, it was
observed that all propolis samples were able to inhibit the development of Candida sp. The
results demonstrated that the red propolis from Sergipe showed alterations in it chemical
composition and color during a year but this did not influence the biological activity of its
HPE.

KEYWORDS

Seasonality, Red Propolis, Phenolic Acids, Flavonoids, Antifungal.
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INTRODUCTION

Propolis is a resinous mixture of substances collected by honey bees (Apis mellifera)
from various plant sources (1). It is used as a sealant for unwanted open spaces in the hive
and contains mostly sticky plant substances, beeswax, and other bee secretions (2).
Numerous biological properties have been attributed to propolis including antimicrobial, anti-
inflammatory (3-4), anticariogenic (5-6), anticarcinogenic antioxidant (7-9) and wound healing
(10). However, its chemical composition and pharmacological activity vary widely from region
to region (4, 11).

Propolis has been extensively used for medical applications, resulting in an increased
interest in its chemical composition as well as its origin (2, 4). It can be found in many
regions of the world, showing innumerous chemical compositions and biological

characteristics (4).

In Brazil, Park et al. (5) classified the propolis samples into 12 groups, based on
physiochemical characteristics. Over 300 constituents have been identified and
characterized in different propolis samples (12). The compounds isolated from propolis are
mainly flavonoids and phenolic acids, which are the components responsible for bioactivity

against various pathogenic microorganisms (7).

The newest variety of propolis classified in Brazil is the red propolis. Trusheva et al.
(13), reported bioactive constituents of Brazilian red propolis but they did not describe its
botanical origin. However, since Daugsch et al., (1) studied the red propolis from Alagoas
state (Brazil) and observed that bees collected the reddish exudates from the surface of
Dalbergia ecastophyllum, it was assumed that this was the botanical origin of the red
propolis. However, these species present low frequency in the state of Sergipe, Brazil, the
region where the red propolis for this study was collected. According Lotti et al., (2), the

chemical profile of red propolis from Mexico, Cuba and Brazil is similar.

Promising findings regarding the healing properties of Sergipe's red propolis have

been previously reported (10), suggesting an enormous biological potentiality of this product.

The goal of this study was to characterize quali-quantitative chemical composition of
propolis samples from Sergipe, Brazil in order to assess the chemical profile of the samples

and their variability during the year. We also investigated their antifungal activity.
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MATERIALS AND METHODS
Chemicals and Samples

Methanol was “HPLC-gradient-grade” and the phenolic standards examined,
formononetin, quercetin, kaempferol, pinocembrin, 3-hydroxy-7-methoxyflavone, catechin,
epicatechin, rutin, gallate propyl, ferulic acid, p-coumaric and Folin-Ciocalteau reagent were
purchased from Sigma-Aldrich. Other chemicals and solvents not specified above were all of
analytical grade and obtained from local suppliers. Samples were collected from the hives
located in Sergipe, Brazil (S 1028'25" e W 3626' 12"). The samples of red propolis were
collected between October 2009 and September 2010 using propolis traps to minimize their
contamination with foreign substances, and frozen at -20C. Sample collection was

performed monthly, with intervals of 3318 days.
Preparation of Hidroalcoholic Propolis Extracts (HP E).

Propolis samples (1 g) were extracted with 70% ethanol (12.5 mL) at room
temperature for 1 hour in ultrasound bath. After extraction, the mixture was centrifuged and
the supernatant was evaporated under low pressure to produce the HPE, which was

prepared at 5% (w/v) with 70% ethanol.
Characterization of propolis samples
Drying weight

3 g of finely ground propolis was heated to 105C for 5 hours, and then desiccated
until constant weight. The result is shown as a percentage of the original weight of crude

propolis.
Ash content

The ash content of 2 g of finely ground crude propolis was determined by calcination
at a temperature of 600 for 2 hour and then desic cated until constant weight. This analysis
was performed in triplicate and the ash content was calculated as a percentage of the weight

of the dry residue.
Non-polar fraction (chloroform:aceton fraction)

Propolis sample (1 g) was added to 15 mL of chloroform-acetone (2:1) solution. The
sample was stirred and allowed to stand for 1 hour at room temperature. The mixture was

filtered and the sediment was washed with 15 mL mixture of chloroform: acetone. The
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material was dried at 80C for one hour. The dry material was weighed and the non-polar

fraction was calculated. The procedure was performed in triplicate.
Characterization of HPE
Yield of the propolis extraction

The vyield values dry weight were obtained after evaporation of the solvent
(hydroalcoholic solution). The results are given as a percentage of the original weight of

crude propolis.
Color Measurement.

Color measurements of HPE were conducted using a Minolta ChromaMeter,CR-10
Konica Minolta. The instrument was calibrated using blank and white references prior to use.
The color reading was performed in triplicate for the parameters L* (lightness), a*(redness)

and b*(yellow).
Total polyphenol acids and Flavonoid contents

Total polyphenol content in HPE was determined by the Folin—Ciocalteau colorimetric
method (14). Extract solutions (0.5 mL) were mixed with 2.5 mL of the Folin—Ciocalteau
reagent (1:10) and 2.0 mL of 4% Na,COs. Absorbance was measured at 740 nm after 2 h of
incubation at room temperature. HPE was evaluated at the final concentration of 50 pg/ml.

Total polyphenol contents were expressed as mg/g (gallic acid equivalents).

Flavonoid contents in the extracts were determined using a method described by
Alencar et al. (15), with minor modifications. 0.5 mL of HPE (1:10), 1.5 mL of 95% ethanol,
0.1 mL of 10% AICI;, 0.1 mL of 1M potassium acetate and 2.8 mL distilled water was added.
After 40 min at room temperature, the absorbance was measured at 415 nm. Total flavonoid

contents were calculated as quercetin (mg/g) from a standard curve.
Ultra Fast Liquid Chromatography — UFLC

The chemical composition of HPE was determined using UFLC analyses. Reversed
phase column (XP-ODS 50 x 3 mm; particle size, 2.2 micrometers) and diode array detector
(Shimadzu Co.), were used according to the method described by Alencar et al. (15) and
Cabral et al. (16) with modifications. The HPE was dissolved in methanol (50 mg /mL) and
filtered with a 0.45 um filter (Millipore). Aliquots of 2 uL of HPE 1% (w/v) were injected into
the UFLC system. The column was eluted using a linear gradient of water (solvent A) and
methanol (solvent B), starting with 40% of B and increasing to 60% of B (after 22.5 min),

holding at 90% B (37.3- 42.3 min), and decreasing to 30% of B (after 42.3 min) with a solvent
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flow rate of 0.4 mL/min. Chromatograms were recorded at 260 nm and were processed by
using specific software LC solution. The following authentic standards of flavonoids and
phenolic acids were used: formononetin, quercetin, kaempferol, pinocembrin, 3-hydroxy-7-

methoxyflavone, catechin, epicatechin, rutin, propyl gallate, ferulic acid, p-coumaric acid.

Biological assay

Microorganism. Strains were supplied by Applied Microbiology Laboratory, Federal
University of Sergipe (AML / UFS). Three standard fungal strains (Candida albicans ATCC
18804, Candida glabrata ATCC 2001 and Candida parapsilosis ATCC 22019) were used.

Antifungal activity. The fungal suspensions were prepared and adjusted by comparison
with 0.5 McFarland turbidity standard (1.5 x 10° cells/mL) tubes. Agar diffusion method was
employed for the determination of antifungal activities of HPE. After solidification of plates at
room temperature, wells were made in the agar (d=5mm). Suspensions of microorganisms
were spread onto solid media plates. Aliquots 40 pL of HPE (50 mg. mL™) were added to the
wells. The inoculated plates were incubated for 48 h at 28<C. Inhibition zones were
expressed in (mm) as the diameters of clear zones around the wells. All the tests were

performed in triplicate.

Statistical Analysis.

A one-way ANOVA followed by post-hoc analysis (Tukey) were performed in order to
evaluate the difference between the groups. P values of < 0.05 were regarded as significant.

These analyses were done using the software Statistica 6.0 StatSoft, Inc.

The degree of linear relationship between two variables was measured using the
Pearson product moment correlation coefficient (r). Variables with r values close to O indicate
no linear relationship, whereas r values that are close to 1 suggest a strong linear

relationship.

Principal component analysis (PCA) based on a correlation matrix was performed to
simplify the data set and also to investigate if the parameters were able to classify the

propolis samples. The PCA statistical analysis was done using the software Past.
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RESULTS
Characterization of propolis samples.

The samples collected during rainy months (April to September) presented the lowest

productivity when compared to dry season (October to March) (Table 1).

All samples showed ash and humidity values according to the law limit (Table 1). The
moisture content of the samples collected in March, April and May were higher than those
collected in February (final of dry season) (p=0.003069, p=0.0002 and p=0.000143 for
March, April and May respectively).

The ash contents of the samples ranged from 1.79 to 4.38% (Table 1). The period
between November and April (dry season) presented higher ash contents when compared to
October (p=0.0001) and May (p=0.0001). The non polar fraction has statistically similar along
the studied period (p>0.1461) (Table 1). However, their values were close to the maximal

admitted by standard laws.

Table 1. Characterization of propolis samples

Month mca?gﬁiﬁg) Humidity (%)*  Ash (%)* R';’Qtigﬂ'?&) y
October 100 3.22+0.43" 2.48+0.058 33.74+295°%
November 95 3.41 +0.232"° 3.68 £0.14"°  44.47 +6.24%
December 103 3.46 + 0.552" 4.07 +0.24°°  40.90 +2.68°
January 103 4.00 + 0.412"° 4.09+0.25"° 32.32+3.37%
February 109 3.62 +0.392" 3.95+0.18*° 3530+1.72°
March 98 5.74+ 0.47%¢ 438+0.19° 47.75+10.20°
April 75 6.41+ 0.09%¢ 4.06 +0.17°° 47.26+3.44%
May 91 7.67+0.29¢ 2.73+0.232% 36.15+10.78°
June 92 4.94 +0.16%° 2.70 £0.152% 32.40+3.59%
July 81 4.48 +0.622P¢  3.83+0.22°° 42.61+4.75°
August 55 3.20+1.31° 3.14+0.14% 46.32+9.59°
September 45 4.11 +0.423° 1.79+0.22"  45.05+4.82°
Law limits - Max 8 Max 5 Max 40

* Mean values of triplicate + SD; Identical letters in the same column are statistical
similar values. ANOVA and Tukey tests using 5% of significance was performed.
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Characterization of propolis extract.

The highest yield values were obtained in April and June presenting productivity

statistically similar (p=0.661) (Figure 1).

The samples of March, November

and

May showed the lowest yield value (p<0.0427). The pluviometric index profile along the

period showed similar to the yield profile with correlation coefficient of 0.74.
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Figure 1. Global yield values (%) of the HPE and pluviometric index along the months.

Correlation coefficient = 0.74

The samples showed differences in concentration of polyphenols. The HPE produced

with May and June samples presented almost 4-fold more polyphenol compounds than the
December and March samples (p=0.0001) (Table 2).

The flavonoids levels were in accordance with the law recommendation (Table 2),

except for the samples collected in November (0.13 % + 0.06) and February where no

flavonoids were found. The highest levels of flavonoid were obtained in April, July and

August (p<0.0045). These results were obtained using the spectrophotometric method.
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Table 2. Phenolic total and flavonoids content in hydroalcoholic extract of Brazilian red propolis (HPE).

Phenolic total (equivalent to acid gallic) Flavonoids (equivalent to quercetin)

Samples
% mg/g of propolis extract % mg/g of propolis extract

October 30.98 + 17320 619.60 +34.58*° (4 46 + 0.06%9 0.09 +0.01*"°
November  22.24 +1.44° 444.83 + 28.80° 0.13 +0.06"° 0.03 +0.01%¢
December  10.62 +0.10° 212.37 +22.11° 0.32 +0.1079" 0.06 + 0.02%¢
January 29.04 +1.74° 580.79 + 34.80" 0.46 +0.10*" 0.09 + 0.022"¢
February 23.44 + 1.47°" 468.52 + 29.46°" 0.00 + 0.00° 0.00 + 0.00°
March 12.72 +0.37° 254.48 + 7.33° 0.38 + 0.09°¢ 0.08 + 0.02"°
April 24.01 +1.07° 480.13 + 21.32°%" 1.53 + 0.05¢ 0.31 +0.01°
May 37.28 +0.21° 745.69 +90.30° 0.42 +0.15"9 0.08 +0.03%°
June 36.70 + 0.74° 734.08 + 14.71° 0.76 +0.03' 0.15+0.01'
July 33.12 +0.38% 662.37 + 7.64° 1.36 + 0.05°¢ 0.27 +0.01°%"
August 29.53 +0.62° 590.67 +12.41° 1.15+0.17¢ 0.23 +0.03¢
September  25.63 + 0.43 512.59 + 8.59" 0.35 + 0.15%° 0.07 +0.03%®
Law limits Min 0.50 - Min 0.25 -

* Mean values of triplicate £ SD; Identical letters the same column are statistical similar values.
ANOVA and Tukey tests using 5% of significance \pasformed.

UFLC analysis was used to determine the chemical profile of HPE. In figure 2,
representative UFLC chromatograms of the samples are shown. The compounds were
identified on the basis of their UV and the chromatographic behavior compared to external

standards.

The UFLC chromatogram of the samples showed very similar profiles. However, the
samples presented differences in peak intensity. The sample from February showed a

different pattern, with also other peaks in the chromatogram.

Compounds 1-5 were identified by comparison with authentic standards (Figure 2)
and only the peaks 1 and 2 were quantified (Table 3). The peak 1 was identified as propyl
gallate, 2 as catechin, 3 as epicatechin and 4 as formononetin. The formononetin appeared
as one of the important compounds in these propolis extracts, but this compound and the
epicatechin have not been quantified as they were co-eluted with other compounds. The

peak 5 (with major concentration) has not been identified.
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Figure 2. UFLC chromatograms of HPE. (1) Propyl gallate; (2) Catechin; (3) Epicatechin; (4)

Formononetin; (5) UV A 234, 261nm; RT = 12-13 min.
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Each compound was quantitatively analyzed by a standard curve, constructed from
UFLC chromatograms of the authentic compounds. Quantitative results are shown in the
Table 3. Compounds 1-5 were detected in all extracts and the propyl galate (1) and catechin

(2) were the main phenolic compounds isolated and identified in the samples analyzed.

Table 3. Content of propyl gallate and catechin in HPE

Samples Propyl Ga_llate mg.g™ of propolis Catechi_? mg_.g'l of
(mg.mL™) extract (mg.mL™) propolis extract
October 0.56 11.26 151 30.31
November 0.27 5.46 0.88 17.69
December 0.11 2.26 0.48 9.64
January 0.30 5.98 0.87 17.43
February 0.34 6.72 0.88 17.34
March 0.17 3.42 0.50 9.96
April 0.20 4.11 0.74 14.77
May 0.53 10.57 1.25 25.12
June 0.57 11.34 0.97 19.44
July 0.49 9.80 0.98 19.57
August 0.71 14.22 0.94 18.79
September 0.58 11.52 1.05 20.93

In our study, it was observed that all propolis samples were able to inhibit the
development of Candida sp. (Table 4), although the March samples presented the lowest

inhibitory performance for all strains (p<0.05).

The HPE presented more effective against C. glabrata, with inhibition zone between
18.7 mm (March) and 35.7 mm (January) (Table 4) (p=0.000143).
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Table 4. Antifungal activity of HPE

Strains (mm)

Month

C. albicans C. parapsilosis C. glabrata
October 16.67 + 0.58% 17.00 + 1.00? 29.67 +0.58%°
November  16.67 + 0.58? 17.33 +1.15° 32.33+1.15%°
December  14.00 + 1.00*" 16.33 + 0.58%"¢ 28.33 +1.15%¢
January 16.67 + 0.58° 17.67 + 0.58° 35.67 +0.58°
February 14.67 + 1.53%¢ 16.67 + 0.58% 29.67 + 0.58°
March 10.33 +0.58" 9.33 + 0.58° 18.67 + 1.15¢
April 13.33 + 1.53%P 13.67 + 0.58"¢ 26.00 + 2.00%¢"
May 11.33 +0.58"¢ 13.67 + 0.58"¢ 27.00 + 2.65 %'
June 15.67 + 2.08% 16.00 + 1.73%"f 24.33 + 2.08°
July 14.00 # 2.002" 13.67 + 1.15%°" 25.00 + 0.00 %'
August 15.33 + 0.58% 12.33 +1.53° 26.33 +2.08 %'
September  13.00 + 2.00*" 13.00 + 1.00° 27.33 +2.52 9ef

* Mean values of triplicate + SD; Identical letters in the same column are
statistical similar. ANOVA and Tukey tests using 5% of significance were
performed.

A gradual variation in color of the HPE was observed in this study. The color values
L* (lightness), a* (yellowness), and b* (brownness) of the propolis extracts differ significantly
in the current study (p>0.05, Table 5).

The March sample showed different results from all samples, presenting the highest
lightness index and the lowest chromaticity values (“a” and “b”). The samples of October,
April, May and June presented the highest values of “a” (yellowness) that can be confirmed
by visual analysis. The results of this study demonstrated a high correlation between the
chromaticity value (“a”) and yield along the months with correlation coefficient of 0.75 (Figure
3).
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Table 5. Seasonal Changes in color parameters of propolis extracts

Samples L a b color
October ~ 37.6+24°%  2246+17** 364+28" [N
November ~ 36.1 % 1.4%¢ 16.0+0.4%7  352+2.1%"° B
December 43.0+3.0*°°Y  150+1.2%  40.0+4.1° |
January 329+ 16 20.9+0.5°°  29.0+15° B
February — 33.0%2.4' 19.8+25°°9 292+33° =
March 47.6 +2.8° 1.4+06' 17.2+1.2¢
April 34.7 +3.3° 26.1+3.1%  30.5+3.9° |
May 36.2 £ 2.3%¢ 24.4+31%  32.8£3.2% F
June 38.3+25°4¢"  275+21%  357£4.0% =
July 43.8 +3.1*"° 17.9+12%  415+35° E |
August 45.5 + 1.6 106+0.3°  40.2+17°
September 40.9+2.1%°°%¢  147+09%  39.2+28%" |

* Mean values of triplicate + SD; ldentical letters in the same column are
statistical similar values. ANOVA and Tukey tests using 5% of significance was

performed.
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Figure 3. Global yield values (%) of the HPE and chromaticity value (“a”) along the months.
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The multivariate analysis PCA was performed on all samples totaling 12 samples and
8 variables to provide partial visualization of the data set in reduced dimension (2-D). The
first two principal components (PC) with eigenvalues of >1, explained 73.8% of the total

variance as shown in Figure 4.

Component 2

War
Mar

Apr

25

Component 1

Figure 4. Principal component scores plot from Yield, phenolic and flavonoid compounds,
propyl gallate and catechin concentration and colorimetric parameters (L, a and b) of 12

extracts of red propolis.

DISCUSSION

Propolis plays an important role in the conservation of the beehive. Propolis is used
as sealer to fill cracks of beehive, promoting the thermal isolation and protecting the beehive
against intruders (17-18). The microbial activity of propolis is responsible to maintain the
health of the beehive (17). Its continuous productivity during the year shows direct relation to
beehive protection. It was observed that along the period in this study there was a regular
production of red propolis, showing that the propolis production is not influenced by
seasonality. In the temperate zone of the Northern hemisphere, bees produce propolis only

in summer. In tropical zone, especially the Brazilian regions, the production is continuous,
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independent of the seasonal variations (19-20). The bee foraging is influenced by climatic

factors and availability of floral sources (21).

The results of table 1 demonstrated that the quality of red propolis in this region in
accordance with the standards laws (22). The knowledge of the moisture content in propolis
is useful to improve its conservation and storage conditions in order to prevent the growth of
microorganisms such as Mucor and Penicillium on its surface (21). The ash parameter is an
indicative of the presence of minerals elements. These minerals (mechanical impurities, such
as clay, sands etc) are substances added by the bee to and help to solidify the propolis (23).
The decrease of rains in dry season supports the increase of mineral retention on the resin

hive.

The substances found in the non polar fraction of the propolis extract were resins and
aromatic balsams. According to Tosi et al. (24), the composition of propolis shows the
presence of waxes (20-30%), resins and aromatic balsams (40-50%), essential and aromatic
oils (5-10%), pollen (4-5%) and other substances, including insoluble residues (10-30%). The
low index of non polar fraction indicates the possibility of better yield of hydroalcoholic
extraction (25). Are results showed a high concentration of non polar substances in all the
samples with not much variation and with values close to the law limits and similar to those
cited in the literature (25).

The yields values for the hydroalcoholic extractions were different along the months.
These results showed strong correlation with the pluviometric index (figure 1, R?=0.74) and
color parameter “a” (figure 3, R?==0.75). The availability of natural products around the hive
changes during the year and depend on the environmental conditions (26) and this could be

responsible for different ripe yield values.

The propolis composition varies qualitatively and quantitatively with the geographical
and botanical origins, seasonality, genetic variety of the queens and environment factors (26-
28). In the temperate zone, the seasonal variations in propolis composition are
predominantly quantitative, indicating that bees collect propolis from the same plant group
(28). However, tropical propolis samples have shown differences in chemical composition
(13; 29). The present work showed that despite of the local biodiversity, the chemical
composition did not vary greatly in quality, but in quantities of bioactive compounds, like

flavonoid and phenolic acids.

Propolis presents constituents such as polyphenols (flavonoids, phenolic acids, and

esters), terpenoids, steroids, and amino acids (30). Several researchers have extensively
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studied the chemical composition and biological activities of propolis from various countries
(27; 31-33). Propolis samples from Europe, South America and Asia have different chemical
compositions and therefore different biological activities due to geographical differences (28;
32; 34). However, most propolis samples show great similarity in their overall chemical

components, regardless of its botanical source (28).

Alencar et al., (15) and Cabral et al., (16) found the highest content of phenolic
compounds in samples of Brazilian red propolis (232 mg/g and 257.98 mg/g respectively). In
the present study, much higher lends of phenolic compounds was found has that cites
before (745.69 mg/g). Brazilian propolis samples also showed higher values of total phenols
than samples from other countries as China with 302 + 4,3 mg/g (35), and 299 + 0.5 mg/g
(9); Korean propolis with 212.7 + 7.4 mg/g (36); Argentina propolis with 187 mg/g (38); Indian
propolis with 159.10 + 0.26mg/g (27); Portugal propolis with 151 + 0.01 mg/g (18); Cyprus
propolis with 100.4 + 7.2 mg/g (17); and Thai propolis, with 31.2 + 0.7 (9).

The main compounds found in propolis are phenolic acids and their esters, flavonoids
(flavones, flavonones, flavonols, chalcones), terpenes, caffeic acid, cinnamic acid
derivatives, and benzoic acid (37). These substances are attributed to the different regional
plants collected by bees (34). Studies indicated that the propolis from Europe and China
contained many varieties of flavonoids and phenolic acids, however propolis samples from

tropical zones generally contain low concentration of flavonoids (38).

The May and June samples showed the highest levels of phenolics but low content of
flavonoids. The November sample presented the second lowest level of phenolic compounds
which agrees with the content of flavonoids. The March sample presented the worst phenolic
values. The December sample also showed low concentration of these compounds (table 2).
The February sample did not present flavonoid using spectrophotometric method, however
the total phenolic content was above the values recommended by law limits. The aluminum
chloride spectrophotometric method based on the color reaction is frequently applied for the
quantification of flavonoids in propolis extracts and is especially useful for the rapid screening
of propolis for bioactive components (39-40). In this study, a detailed analysis of the
flavonoids was also performed by UFLC, which provides a more reliable determination of
these compounds (41). The UFLC method identified the flavonoids (figure 2) and which were
not identified by spectroscopic method. The aluminum chloride spectrophotometric method
does not determine equally all flavonoid groups and it might underestimate the flavonoids
content (39; 41).
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The peak profiles of samples were very similar, demonstrating the same chemical
composition (Figure 2). Netherless, the concentrations of these compounds have been
varied along the year. Chemical profile of HPE showed a complex chemical composition with
various peaks at different retention times. Phenolic acid (propyl gallate), two flavanol
(catechin and epicatechin) and one isoflavonol (formononetin) could be identified in HPE.
The February sample (Figure 2) presented a different profile, presenting a large variety of

compounds. Some of these compounds were identified in all samples.

The formononetin was identified only in red propolis samples from Brazil (16) and from
Cuba (29). Trusheva et al., (13) also observed the presence of isoflavonoids in brazilian red
propolis. This compound has been used as a chemical marker (29). The presence of
isoflavonoids in propolis suggests new biological potentialities for this natural product.
Isoflavonoid has been reported to antimicrobial, antifungal, anticancer and antioxidant activity
(15).

The evaluation of the biological activity of propolis, particularly its antifungal activity,
has been reported previously (42- 43). All propolis samples, independent of its source,
present antimicrobial activity since this material must protect the hive (44). The red propolis
extract showed antifungal activities ranging from 9.33 £ 0.58mm to 35.67 + 0.58mm. The
biological activities of Brazilian propolis are mostly due to the high levels of phenolic acids
(27), while flavonoids are considered to be responsible for the activity of European propolis
extracts (45). The March sample showed the lowest values of antifungal activity. The results
of phenolic acids and flavonoids contents followed the same trek. The extract from this
sample presented yellow color, demonstrating that the botanical source in this month

probably was different or the plants did not produce color resin in this year period.

In tropical regions, the propolis color varies depending on its botanical source. The
most common is dark-brown, but red propolis has been observed in tropical countries such
as Brazil and Cuba (2). In this study, the propolis color varied along the year and presented
strong correlation the extraction process. These results demonstrate that the high
concentration of hydroalcoholic soluble substances influenced directly the intensity of red
color. However, the concentration of color compounds did not show strong correlation with

the biological results.

In order to compare the red propolis samples with the studied parameters (yield
values (V1); flavonoids (V2); phenolic (V3); propyl gallate (V4) and catechin (V5)), the
principal components analysis (PCA) was performed. This analysis is an exploratory method

59



UNIVERSIDADE TIRADENTES
DISSERTAGAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE- LUCYANA SANTOS DE MENDONGA

to evaluate the general hypothesis from the collected data. The scores of each propolis
samples were examined in a two-dimensional plot of the first two principal components,
which together explain 73.8% of the total variation. Some clustering varieties were also
observed. The sample from July, August and September appeared to scatter around the
base of both components, which suggests that the variety cannot be distinguished fully by
the measured variances. The samples from March and June appeared on opposite
extremes, showing a total discordance from results of both the samples. The June sample
appeared in the positive part of PC1 and the March sample in the negative one. This analysis

confirms that the samples showed differences along the year.

CONCLUSION

The results demonstrated that the Brazilian red propolis showed significant alterations
in the concentration of phenolic components during a year. There was a positive correlation
between the yield value and the pluviosity. The changes of color and chemical composition
observed along the year do not influenced the biological activity of HPE, showing that despite

this variation, the appropriate use of the product is independent of the time of collection.
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3. CONCLUSAO GERAL

Os resultados demonstraram que a propolis vermelha brasileira mostrou alteracdes
significativas na concentragcdo de componentes quimicos durante um ano. Houve uma
correlacéo positiva entre o valor do rendimento, a pluviosidade e a cor. As mudancas da
coloracdo e composi¢cdo quimica observadas ao longo do ano néo influenciaram a atividade
antifangica de HPE, sugerindo que a propolis exerce seu papel biolégico independente de

condi¢cdes climéticas e sazonais.
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