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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo estudar o potencial do Ceard para a produgdo de
propolis avaliando a producdo média de propolis em trés fisionomias da Caatinga (Caucaia,
Maranguape, Limoeiro do Norte), o teor de flavonodides; verificando diferengas entre as
propolis produzidas nas trés fitofisionomias fisionomias da Caatinga, e a utilizacdo de um
novo método para a extragdo de cera com Nafta. O experimento foi conduzido no periodo de
agosto de 2008 a julho de 2009, no PADETEC (Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico), na
Universidade Federal do Ceara. Foram colocados dez coletores de propolis em colméias
escolhidas ao acaso em cada apiario das trés regides. O experimento foi implantado em agosto
de 2008 e as amostras coletadas nos trés meses seguintes a este. Os resultados mostraram que
as amostras de propolis obtidas de Caucaia, Maranguape e¢ Limoeiro do Norte através de
coletas realizadas a partir de dez colméias em cada um dos trés apiarios durante os meses de
setembro, outubro e novembro diferenciam com relacdo aos seus aspectos fisicos como cor,
cheiro, consisténcia e quantidade. O apidrio localizado em Limoeiro do Norte apresentou uma
maior producdo de propolis em todas as coletas realizadas (p<0,01). Com relagdo a
percentagem de cera existente nas amostras de propolis, ndo diferiu com significancia
(p>0,05) as amostras obtidas de Caucaia e Maranguape, onde esse valor foi significativamente
diferente (p<0,01) superior ao apresentado nas amostras coletadas em Limoeiro do Norte.
Para percentagem de residuo seco, Limoeiro do Norte mostrou ter um maior valor (p<0,05)
que as outras duas regides estudadas. Para o teor de flavonodides, as amostras coletadas em
Limoeiro do Norte diferiu estatisticamente (p<0,01) em relacao as outras duas regides que nao

diferiram entre si (p>0,05).

Palavras-chave: cera; nafta; propolis; residuo seco; teor de flavonodides.



ABSTRACT

This work aimed to study the potential of Ceara for the production of propolis evaluated the
average production of propolis on three faces of the Caatinga (Caucaia, Maranguape and
Limoeiro do Norte), the content of flavonoids, noting differences between propolis produced
in three Caatinga vegetation types of faces, and using a new method for extracting wax with
NAFTA.The experiment was conducted from August 2008 to July 2009, at PADETEC (Park
Technology Development) at the Federal University of Ceard. Ten were placed in beehives
propolis collectors randomly selected in each apiary of the three areas. The experiment was
established in August 2008 and samples collected in the three months following this. The
results showed that the propolis samples obtained from Caucaia Maranguape and Limoeiro do
Norte through collections made from ten hives in each of the three apiaries during the months
of September, October and November differed with respect to its physical aspects such as
color , smell, consistency and quantity. The apiary located in Limoeiro do Norte had a higher
production of propolis in all sampling points (p<0.01). Regarding the percentage of wax
exists in samples, propolis did not differ with statistical significance (p>0.05) samples from
Caucaia and Maranguape, where this value was significantly different (p<0.01) higher than
the samples collected in in Limoeiro do Norte. For the percentage of dry material, Limoeiro
do Norte has shown a higher value (p<0.05) than the other two regions. For the flavonoid
content, the samples collected in Limoeiro do Norte differed statistically (p<<0.01) than the
other two regions did not differ (p>0.05).

Keywords: wax; nafta; propolis; dry matter; content of flavonoids.
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1 INTRODUCAO

Embora a apicultura mundial ainda esteja bastante direcionada para a producao de
mel, outros produtos apicolas vém ganhando espaco no mercado gracas ao interesse
despertado por suas propriedades medicinais e farmacéuticas descobertas pela comunidade
cientifica (Mizrahi; Lensky, 1997).

Nos ultimos anos tem sido constatado um grande incremento do ntimero de
apicultores e colméias, aproveitando da rica e variada flora apicola (Manrique; Soares, 2002a)
e dos diversos produtos elaborados por estas. Os produtos derivados das abelhas, como mel,
propolis, geleia real e apitoxina, t€ém sido amplamente estudados por suas aplicagcdes em
diferentes areas da saude e da industria (Hellner et al., 2008).

O mel ¢ o principal produto da apicultura, principalmente nos estados do Nordeste
brasileiro. Entretanto, nos ultimos anos, a producdo de propolis tem adquirido maior
importancia no agronegocio apicola, verificando-se aumento de demanda no mercado interno
e significativa representacao nas exportagdes do setor (Lopes, 2009). A produgao de propolis
pode ser vista como um incremento na rentabilidade da atividade apicola, pois nao interfere
na producdo de mel, visto que pode ser explorada nas épocas em que a producao deste estiver
em declinio, em determinadas épocas do ano (De Jager et al, 2002).

O interesse cientifico pela propolis € recente e héd a necessidade de muitos estudos
a respeito de suas propriedades e aplicagdes. Apesar disto, o Brasil ¢ hoje um dos maiores
produtores e exportadores de propolis do mundo, devido & comprovada ac¢do antioxidante com
potencial anticAncer da propolis verde produzida a partir da planta Baccharis dracunculifolia
DC, que cresce espontaneamente na regido sudeste do pais (Simoes ef al., 2004). No Nordeste
brasileiro, vem se destacando a propolis vermelha, onde ¢ produzida em maior escala em
Sergipe, Alagoas e Bahia; apesar de ainda a exploracdo apicola restringir-se a producdo de
mel, devido a total falta de informagao sobre o potencial produtivo de propolis da flora local e
suas propriedades (Alencar et al, 2007).

Como se sabe menos ainda sobre a producdo de propolis no estado do Ceara, de
suas atividades biologicas e quimicas ou seus constituintes, a presente pesquisa teve por
objetivo comparar a producdo média mensal de propolis de trés regides no estado do Ceara
em um curto periodo do ano. Com o intuito de se ter uma no¢do de como se comporta essa
producao nesses trés lugares distintos, as quantidades de cera e de residuo seco existentes

nessas amostras, além do teor de flavonoides presente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o potencial do Cear4 para a producao de propolis.

2.2 Objetivos Especificos

1 - Avaliar a produgao média de propolis em trés fitofisionomias da Caatinga;

2 - Avaliar o teor de flavonoides;

3 - Verificar diferengas entre as propolis produzidas nas trés fitofisionomias

fisionomias da Caatinga;

4 - Verificar a utilizacdo de um novo método para a extragao de cera com Nafta.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Propolis

Ao longo da histéria, o homem aprendeu a utilizar os produtos naturais na
medicina. Das varias formas de utilizacdo destacam-se as plantas brutas (ex. ervas) além das
tradicionais preparagdes galénicas (ex. extratos). Um dos muitos produtos naturais utilizados
durante séculos pela humanidade tem sido a propolis, a qual ¢ administrada sob diversas
formas (Pereira et al., 2002).

A palavra propolis deriva do grego pro- (para ou em defesa), e polis-(cidade),
significando assim em defesa da cidade, nesse caso da colonia. E um nome genérico para o
material resinoso recolhido pelas abelhas de varias plantas (Seeley, 2006).

A propolis ¢ uma substincia produzida pelas abelhas a partir de resinas vegetais,
botdes florais e brotos de determinadas arvores e arbustos e elaborada com acréscimo de suas
secrecoOes orais (salivares) como a enzima 13-glicosidase presente na sua saliva que hidrolisa
os flavonoides glicosilados em flavonodides anglicanos entre outros, polen e cera (Franco;
Kurebayashi, 1996; Park et al., 2002; Lima, 2006). De acordo com Salatino et al. (2005), as
abelhas utilizam a propolis com uma série de propositos, tais como na construgdo e adaptagao
da colméia, vedacao de frestas, reducdo da entrada do alvado em colméias racionais,
desinfeccdo dos alvéolos e favos garantindo assim um ambiente asséptico, no
embalsamamento de animais mortos dentro do ninho, na defesa contra inimigos, etc. Dentre
as abelhas que fazem uso de propolis, o género Apis € muito eficiente na coleta de resinas e
preparagdo da propolis, podendo-se coletar entre 100 a 300 gramas de propolis por
colméia/ano (Pereira et al., 2002).

A composi¢do da propolis ¢ varidvel qualitativa e quantitativamente dependendo
da ecoflora de cada regido onde ¢ coletada, sendo, portanto, um reflexo direto da flora vegetal
da qual se servem as abelhas (Burdock, 1998; Russo; Longo; Vanella, 2002). O género e/ou
espécie da abelha também influi na qualidade da mesma (Park et al., 1998). Além disso,
fatores associados a técnica de extragdo, metodologia de condugdo de ensaios e época do ano
em que foi produzida podem ter influéncia sobre o maior ou menor grau de atividade

bioldgica (Bianchini; Bedendo, 1998).
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3.1.1 Referéncia Historica

A propolis vem sendo utilizada desde muito tempo na historia da humanidade. Os
persas, gregos, romanos € incas a utilizavam desde a antiguidade. No primeiro grande texto
médico conhecido, o Papiro de Ebers, datado de aproximadamente 1.700 a.C., ja se encontram
registros do emprego da propolis na medicina egipcia, especialmente devido as suas
propriedades antissépticas e cicatrizantes (Castaldo; Capasso, 2002). Além disso, era utilizado
como um dos materiais para embalsamar os mortos ("cera negra") (Pereira; Seixas; Aquino
Neto, 2002). Registros historicos indicam que, desde o século XVII, artesdos italianos
aplicavam propolis como componente em vernizes para instrumentos de cordas, pratica
atribuida a nomes consagrados como Stradivari e Amati (Burdock, 1998). Paralelamente, na
Franca, o termo “propolis” ja era mencionado em obras literdrias e textos gerais desde o
século XVI, refletindo a antiga presenga desse produto nas tradi¢cdes culturais europeias
(Ramos, 2007).

Na Africa do Sul, na guerra ao final do século XIX, foi amplamente utilizada
devido as suas propriedades cicatrizantes e na segunda guerra mundial foi empregada em
varias clinicas soviéticas (Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002). Durante a guerra Anglo-Boer,
ha mais de 90 anos, foi utilizada com vaselina na confeccio de pomada aplicada em
ferimentos de guerra, devido a suas propriedades cicatrizantes (Marcucci, 1996).

Na Grécia antiga e no mundo romano ela ja era reconhecida por suas propriedades
terap€uticas: pensadores como Hipdcrates, Aristoteles, Dioscorides, Plinio e Galeno
mencionaram o uso de resinas semelhantes a propolis como agentes medicinais empregados
para cicatrizar feridas, reduzir inflamagdes e aliviar dores, inclusive sendo usado no alivio de
sindromes pré-menstruais e colicas, com relatos de tradi¢des populares indicam que essas
aplicagdes incluiam usos tanto internos quanto externos em diferentes contextos culturais
(Castaldo; Capasso, 2002). Para médicos europeus dos séculos XVI em diante,
particularmente russos € poloneses, a propolis encontrou emprego como antibacteriano,
tuberculostatico e agente dermatolégico antieczematoso e antiacne, na odontologia era
empregada no tratamento de abcessos e gengivas hemorragicas, bem como nos casos de
candidiases bucais e halitoses. A propolis também ¢ encontrada nos receituarios chineses
antigos como medicamento ativo contra moléstias coronarias e hipertensdo (supondo-se
atividade hipolipidémica) e disfun¢des hematoldgicas (Adelmann, 2005; Nothenberg,1997).

A propolis comegou a ser apreciada como meio para tratamento de problemas de

satde nos anos de 1950 e 1960 na ex-Unido Soviética e em paises do leste da Europa, como
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Bulgéria, Republica Tcheca e Polonia. Nos paises do oeste europeu, na América do Sul e do
Norte e no Japao, a propolis ndo adquiriu popularidade até 1980. Na metade dos anos 80,
tornou-se um importante produto na medicina alternativa e complementar. Hoje, o Japao ¢ o
principal importador de propolis, com preferéncia pela propolis brasileira (Salatino et al.,
2005). Em 1908, surgiu o primeiro trabalho cientifico sobre suas propriedades quimicas e
“composi¢ao”, indexado no Chemical Abstracts (referéncia n® 192). Na mesma revista, em
1968, o resumo da primeira patente utilizando a propolis (Romena, para a produgdo de logdes
para banho). Até meados de 2000, o nimero de trabalhos publicados citados no Chemical
Abstracts totaliza 450, oriundos de 39 paises (dos cinco continentes), além de 239 patentes.
(Lustosa ef al., 2008).

Até meados da década de 80, o estudo da propolis se concentrava nos produtos
obtidos nas regides do hemisfério norte, principalmente no leste europeu, onde se encontra
apenas uma variedade de propolis originaria de uma planta denominada popula (Dias, 2007).

A partir do final da década de 80 e inicio da década de 90 os estudos se
concentraram nas propolis produzidas nas regides tropicais, com maior énfase no produto
brasileiro, onde era utilizado apenas como medicagdao popular. S6 a partir da década de 90
comecaram a ser realizadas e/ou divulgadas, de forma mais ampla, pesquisas, onde foi
verificado que a propolis brasileira possuia uma série de qualidades caracteristicas que nao
ocorrem nas demais propolis (Bankova; Castro; Marcucci, 2000).

Segundo Lima (2006) um dos pioneiros nesse tipo de pesquisa foi Ernesto Ulrich
Breyer que em 1981 demonstrou as propriedades terapéuticas da propolis e sua utilizagdo
como antibidtico natural, em seu livro “Abelhas e saude”. Aga et al. (1994) foram uns dos
primeiros a determinarem algumas propriedades biologicas nesse produto. Contudo ainda
eram trabalhos ndo tdo completos, pois nao se sabia exatamente a origem da préopolis dentro
do territdrio brasileiro.

Com o intuito de mapear os diferentes tipos de propolis produzidas no Brasil, a
equipe coordenada pelo Prof. Dr. Yong K. Park realizou um trabalho onde foram coletadas
amostras de propolis em algumas localidades brasileiras. A partir da analise qualitativa e
quantitativa desses materiais, os autores propuseram uma classificagdo das propolis brasileiras
baseada em seus perfis fisico-quimicos e associaram cada um desses perfis a propriedades
biologicas especificas, configurando um estudo pioneiro na area (Park; lkegaki; Alencar,
2000; Park; Alencar; Aguiar, 2002).

A Tabela 1 expde a classificagdo de amostras de propolis, de acordo com sua

coloracdo, de varias regides do Brasil.
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Tabela 1 - Classifica¢ao das propolis brasileiras de abelhas Apis mellifera segundo Yong
Park e colaboradores.

Extrato Etandlico de Propolis

Grupos Cor Substancias Soluveis Origem da Prépolis
(%)
Grupo 1 (RSS5) Amarelo 63 Regido Sul
Grupo 2 (RS1) Castanho claro 57,5 "
Grupo 3 (PR7) Castanho escuro 65 "
Grupo 4 (PR8) Castanho claro 54,5 "
Grupo 5 (PR9) Marrom esverdeado 58,7 "
Grupo 6 (BA11)  Marrom avermelhado 45,9 Regido Nordeste
Grupo 7 (BA51)  Marrom esverdeado 43,8 "
Grupo 8 (PES) Castanho escuro 41,3 "
Grupo 9 (PE3) Amarelo 46,7 "
Grupo 10 (CE3)  Amarelo escuro 24,1 "
Grupo 11 (PIT) Amarelo 23,1 "
Grupo 12 (SP12)  Verde ou marrom 61 Regido Sudeste
esverdeado

Fonte: Park, Ikegaki, Alencar (2000).

Através desse estudo foi possivel caracterizar doze grandes grupos em quase todo
o territério nacional e comprovar, que alguns tipos de propolis, possuem atividades biologicas
surpreendentes, tais como: anticancerigena, antioxidante, antiinflamatoria, antimicrobiana,
anticariogénica e anti-HIV (Menezes, 2005).

Essa grande variedade de propolis pode ser atribuida a enorme diversidade de
espécies vegetais, caracteristica das diferentes regides do Brasil, e ainda a influéncia da

variedade genética da abelha rainha (Koo; Park, 1997).

3.1.2 Importincia Economica

A produgdo de propolis no Brasil ¢ uma atividade bem desenvolvida, com
inimeras contribuigdes técnicas. A riqueza da flora, os inimeros ecossistemas ¢ a efetividade
de alguns principios ativos oferecem grandes possibilidades de utilizagdo para a propolis
brasileira. Embora sujeitos a flutuagdes do mercado, os cuidados com a produgdo e
conservagdo do produto devem ser redobrados e ha regulamentacgdo para isso (Brasil, 2001).
A pesquisa cientifica, e o significativo consumo tem demonstrado que o Brasil pode evoluir

muito nessa area.
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Segundo Lima (2006), existe um consenso em que o Brasil ¢ o segundo maior
produtor mundial, ficando atrds apenas da China, porém nao existem estatisticas oficiais sobre
o volume real produzido de propolis, o que ¢ consumido aqui € o que € exportado, mas de
acordo com Dias (2007), o Brasil produz anualmente cerca de 100 toneladas de propolis
bruta. Segundo Lopes (2009), o Japao ¢ o principal mercado importador da prépolis brasileira,
absorvendo cerca de 80% da producao.

No mercado interno, o valor pago ao produtor por quilo do produto corresponde
ao valor de 25 quilos de mel, aproximadamente. Entre as regides maiores produtoras de
propolis no Brasil estdo alguns estados da regido Sudeste (Minas Gerais e Sdo Paulo) e a
regido Sul (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e, mais recentemente, a regiao
Nordeste (Bahia e Piaui) (IBGE, 2009; Paulo Neto; Almeida Neto, 2006).

Minas Gerais produz 70% da propolis brasileira, o equivalente a 28 toneladas do
total nacional de 40 toneladas/ano. O produto mineiro ¢ considerado “o melhor do mundo”,
gracas a altitude e temperatura favoraveis, além da flora nativa que caracteriza o sabor dos
produtos apicolas (Parana, 2007). Nao ¢ a toa que esse estado seja o principal fornecedor de
propolis para paises como o Japao, onde o consumo dos produtos apicolas tem crescido,
sendo o destino de 70% das exportagdes (Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002; Resende;
Borges, 2008). Devido a sua extensa area agricultdvel e excelentes condigdes climaticas,
Minas Gerais registra grande progresso na produgdo apicola. Aproximadamente 2.500
produtores criam abelhas em suas propriedades, num total de 206.610 colmeias povoadas. Sao
31 associagdes, congregando 1.130 apicultores, que tem sua maior concentragdo na Zona
Metalurgica, Zona da Mata e Sul de Minas (EMATER-MG, 2002).

Por apresentar alto valor agregado, a propolis pode ser uma alternativa de renda
importante para o apicultor. Os pregos variam de acordo com sua qualidade, origem botanica
e mercado a que ¢ destinada (Bahia, 2009b). A produgao de propolis vermelha vem ganhando
espaco entre os produtores do extremo sul baiano. Isso porque a lucratividade € superior aos
demais derivados do mel. Na regido, enquanto o quilo do mel ¢ vendido a um determinado
valor, a propolis ¢ comercializada a um valor 140 vezes maior (Bahia, 2009a).

O desenvolvimento tecnologico envolvendo a propolis resultou em um
crescimento do niimero de patentes ao longo do século XX, um periodo de intensa atividade
inventiva. A primeira patente relacionada a esse produto foi registrada na Roménia em 1965
(Helfenberg, 1908) e, até o ano de 1999, contabilizavam-se aproximadamente 240 patentes
depositadas em diferentes paises, a maior parte dos depositos era originaria da antiga Unido

Soviética e de seus paises satélites (Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002). A partir do final da
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década de 1980 observa-se uma mudanca significativa nesse cenario, com forte protagonismo
do Japao, pais responsavel por cerca de 43 % de todas as patentes relacionadas a prépolis. A
primeira patente japonesa data de 1987 e descreve a aplicagdo do produto no controle de
odores, inaugurando uma nova fase de exploracdo tecnoldgica da propolis (Cho; Torii;
Kanamori, 1988). Em contraste, a participagao brasileira nesse campo foi tardia e limitada: a
primeira somente foi registrada em 1995, voltada ao uso odontoldgico da propolis na
prevengdo de caries e gengivites (Itice, 1996), esta sendo, inclusive, uma das aplicagdes mais

estudadas do propolis no mundo (Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002).

No periodo posterior a 1999 e até o final da década de 2000, revisdes cientificas
indicam que o numero de patentes envolvendo propolis continuou a crescer, impulsionado
principalmente pela expansao das pesquisas no Japao, na China e em outros paises asiaticos,
além do aumento do interesse por aplicacdes farmacéuticas, cosméticas e odontologicas.
Apesar desse avango, a participacdo brasileira permaneceu relativamente modesta até 2008,
contrastando com a expressiva produgdo cientifica nacional sobre as propriedades bioldgicas
da propolis, o que evidencia uma lacuna entre pesquisa académica e protecdo tecnoldgica

(Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002; Marcucci, 2008).

3.1.3 Caracteristicas

A propolis pode variar em suas caracteristicas e qualidades farmacologicas de
acordo com a regiao em que foi coletada, periodo do ano, a origem floral e com isso sua cor,
consisténcia, aroma, quantidade de resina, quantidade de cera, caracteristicas quimicas, entre
outras (Salatino et al., 2005).

Sua coloracao ¢ dependente de sua procedéncia, podendo variar do marrom escuro
passando a uma tonalidade esverdeada at¢ o marrom avermelhado, dependendo de seu tipo e
idade (Lustosa, 2008). Possui um odor caracteristico que pode variar de uma amostra para
outra. O ponto de fusdo ¢ varidvel entre 60 — 70°C sendo que pode atingir em alguns casos,
até 100°C (Marcucci, 1996). O aroma pode até mesmo estar ausente, devido a evaporacao dos
principios volateis. (Dias, 2007).

E uma substincia rigida a 15°C, apresenta boa consisténcia (dura), mas
quebradica quando fria e que se torna ductil e torna-se maledvel a partir dos 30°C, quando
aquecida. Sua remogdo da pele humana ¢ dificil, pois parece interagir fortemente com 6leos e

proteinas da pele (Burdock, 1998). E solavel em éter, etanol, amoniaco, acetona, tolueno e



20

tricloetileno. A parte insolivel é constituida de matéria organica, tecidos vegetais, graos de
polen e outros (Marcucci, 1996).

As propolis de maior destaque econdmico no momento sao a propolis verde, que ¢
mais produzida no estado de Minas Gerais e mais recentemente, a propolis vermelha oriunda

do litoral nordestino (Park; Alencar; Aguiar, 2002; Alencar et al., 2007).

3.1.3.1 Propolis verde

A propolis conhecida como verde ¢ produzida em escala no cerrado brasileiro, ¢
apreciada mundialmente, principalmente pelos japoneses, por suas atividades biologicas
apresentadas e por isso ficou conhecida como “Green propolis”. E considerada uma das
variedades de maior valor econdmico, sendo caracteristico principalmente da regido Sudeste,
especialmente do estado de Minas Gerais, e apresenta coloragdo que varia do
verde-amarronzado ao verde-escuro, além de aroma e composi¢do quimica peculiares (Park;
Alencar; Aguiar, 2002). Esta coloragdo, de acordo com Bastos (2001), esta relacionada com a
quantidade de fragmentos da planta Baccharis dracunculifolia, conhecida como
alecrim-do-campo, presentes na propolis, que pode se tornar mais intensa de acordo com o
nimero de fragmentos existentes. A presenca dessa espécie vegetal nas proximidades das
colmeias condiciona fortemente a producdo da propolis verde, uma vez que Apis mellifera
coleta preferencialmente suas resinas para a elaboracao desse tipo de propolis (Park; Ikegaki;
Alencar, 2000; Salatino et al., 2005). Essa relagdo ecoldgica estreita ¢ considerada um dos
exemplos mais bem documentados de associacdo entre abelhas e plantas na determinacdo da
origem botanica da propolis.

Sousa et al. (2007) estudando diferentes amostras de propolis produzidas nas
microrregidoes de Franca (SP) e Passos (MG) viram a importancia das andlises realizadas para
determinagdo da qualidade das propolis. Para producao de prépolis verde, as areas de cerrado,
nas quais ocorre B. dracunculifolia nativa, devem ser preservadas para garantir a produgao de
propolis de alto valor comercial. Esta planta ¢ classificada como arbusto e ocorre
principalmente em d4reas degradadas. As abelhas utilizam como matéria-prima para a
confecgao da propolis, seus brotos jovens (gemas apicais) (Lima, 2006).

Apesar de Baccharis dracunculifolia ser a fonte botanica dominante da préopolis
verde brasileira, registros fitoquimicos indicaram que outras espécies vegetais, como

Araucaria angustifolia e Eucalyptus citriodora, podem contribuir para a matriz resinosa
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coletada pelas abelhas em certas regides, sugerindo multiplas fontes botanicas possiveis para

propolis verde dependendo da flora local (Salatino et al, 2005).

3.1.3.2 Propolis vermelha

A propolis vermelha ¢ reportada como sendo tipica de Cuba e da Venezuela, onde
as origens botanicas foram identificadas como Clusia nemorosa (Clusiaceae) e Clusia
scrobiculata, respectivamente (Trusheva et al., 2006).

Na produgdo da propolis vermelha do nordeste, as abelhas fazem a coletam de
diversas arvores e arbustos que ocorrem no litoral. Vdarias espécies apresentam esta seiva de
cor vermelha intensa, como a gaiteira, o0 mangue e a macaranduba. Entretanto, trabalhos
laboratoriais indicam que a principal fonte dessa propolis € a aroeira da praia (Lima, 2006).

A propolis vermelha brasileira foi caracterizada como um tipo distinto de propolis
cujas caracteristicas quimicas diferem de outros tipos brasileiros documentados
anteriormente. Estudos fitoquimicos indicaram que, no Nordeste do Brasil, as abelhas coletam
resinas avermelhadas a partir de Dalbergia ecastophyllum (Leguminosae), € essa origem
botanica especifica se reflete no perfil de compostos fendlicos — especialmente
isoflavonoides — que marcam quimicamente a propolis vermelha como uma variedade tnica

(Silva et al, 2008).

3.2 Composicao Quimica

De uma maneira geral, a composicdo da prépolis inclui 55% de resinas e
balsamos, 5-10% de 6leos essenciais, 30% de cera, 10% de pdlen e metabodlitos secundarios,
incluindo flavonoides, acidos fendlico, além de micro elementos como calcio, ferro, aluminio,
mangangés, cobre, estroncio e quantidades pequenas de vitaminas Bl, B2, B6, C ¢ E.
(Ghisalberti, 1979; Lustosa et al., 2008).

Pelo menos 300 compostos foram identificados em diferentes amostras de
propolis, com mais de 100 compostos em cada uma, incluindo: ésteres de acidos fenolicos,
flavonodides (flavonas, flavononas, flavonois, dihidroflavondis, chalconas), terpenos,
B-esterdides, alcoois e aldeidos aromadticos, sesquiterpenos, naftalenos (Kosalec, 2005;
Bankova, 2005; Ahn, 2007). Segundo Marcucci et al. (2001) e Menezes (2005) sua
composicdo quimica ndo ¢ estdvel, dependendo principalmente das caracteristicas

fitogeograficas encontradas nas proximidades das colméias.
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A propolis ¢ considerada uma das misturas mais heterogéneas encontradas em
fontes naturais. O maior grupo de compostos isolados da propolis sdo os flavonodides,
encontrados em todas as partes do reino vegetal, os quais junto com os acidos carboxilicos,
modificados sd3o componentes estratégicos na propolis, pois sdo responsdveis pela
bioatividade contra varios microorganismos patogénicos (Burdock, 1998).

A composicao heterogénea da propolis engloba grupos quimicos, como:
a) hidrocarbonetos superiores (penta-, hexa-, nonacosanoshexanos);
b) alcoois (cinamicos, fenetilico, prenilico, isobutenol, benzilico);
c) éacidos alifaticos (acético, angélico, butirico, fumarico, isobutirico,
metilbutirico) e ésteres derivados (acetatos de isobutila, isopentila e isopentelina);
d) acidos aromaticos (benzoico, cafeico, cindmico, cumadricos (-0, -m, -p),
ferulico, gélico, salicilico, 3-4-dimetoxicindmico, gentisico, hidroxicinamico,
isoferulico, vanilico) e ésteres aromaticos derivados (acetato de benzila, benzoato
de benzila, cafeato de benzila, cumarato de benzila, cafeato de fenil etila, ferulato
de prenila, salicilato de benzila, cafeato de butenila, cafeato de butila, cafeato de
cinamila, cafeato de butila, benzoato de etila, benzoato de metila, salicilato de
metila; ésteres do 4cido cafeico com alcoois graxos de cadeia longa - dodecanol,
tetradecanol, tetradecenol, hexadecanol);

e) acidos graxos superiores tipicos de ceras (araquidico, behénico, cerotico,

lignocérico) e usuais (palmitico, oleico, laurico, miristico) e seus ésteres

(hexacosilhexadecanoato);

f) aldeidos (benzaldeido, aldeido capréico, vanilina, isovanilina,

p-hidroxibenzaldeido);

g) cetonas (acetofenona e seus derivados);

h) flavonas e flavonois (acacetina, apigenina, apigenina-7-metil éster, risina,

galangina, galangina-3-metil éster, quercetina, canferol, tectocrisina, canferid;

3,7,4’,5’tetrametil éter da quercetina);

1) flavanonas (naringenina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato,

pinobanksina-3-butirato, pinobanksina-3-metil éter, pinocembrina, pinostrobina);

j) chalconas e diidrochalconas (de alpinetina, naringenina, pinobanksina,

pinobanksina-3-acetato, pinocembrina, pinostrombina);

1) terpenodides (farnesol, geraniol, cimeno, limoneno, estireno, naftaleno,

B-bisabolol, 1,8-cineol, derivados de clerodane, derivados do labdane, B-amirin,

sesquiterpenoides, ledol, spatulenol, germacren);
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m) esteroides (acetatos de estigmasterol e calinasterol);

n) aminoacidos  (alanina, B-alanina,  4cido a-aminobutirico,
acido—o-aminobutirico, arginina, asparagina, acido aspartico, cistina, cisteina,
acido glutdmico, glicina, histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, ornitina, fenilalanina, prolina, &4cido piroglutdmico, sarcosina,
triptofano, valina, serina, treonina, tirosina);

0) acucares (d-ribofuranose, d-frutose, d-glucitol, d-glucose, talose, sacarose
xilitol, xilose, galactose, manose, acido galacturonico, lactose, maltose, melibiose,
eritritol, inositol);

p) lignanas (sesamina, aschantina, sesartenina, dihidrobenzofuran);

q) vitaminas (A, B1, B2, B6, C ¢ E);

r) minerais (sodio, potdssio, magnésio, bario, estroncio, cadmio, chumbo, cobre,
manganés, ferro, calcio, vanadio, silicio, aluminio, niquel, zinco, cromo, titanio,
prata, molibdénio, cobalto). (Walker; Crane, 1987; Greenaway et al., 1990;
Marcucci, 1996; Fontana et al., 2000; Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Pereira;

Seixas; Aquino Neto ef al., 2002).

No Brasil existe uma grande variedade na vegetacdo e, portanto, a composicao
quimica da propolis torna-se muito rica e € reconhecida no exterior como de 6tima qualidade.
E tida como incomum, com respeito as amostras do resto do mundo. Vérios compostos foram
encontrados em propolis brasileiras tais como: quantidades significantes de terpenoides
(sesquiterpenoides), parte deles identificada pela primeira vez em amostras de propolis;
acidos triterpénicos, que também sdo componentes de oleoresinas, especialmente Araucaria,
que cresce na regiao sul do Brasil, dcidos diterpénicos pela primeira vez isolados em amostras
de propolis e alcool 10,1 1-di-o-acetil desidrodiconiferilico, uma liginina, que foi relatada pela

primeira vez como existente em produtos naturais (Lima, 2006).

3.2.1 Propriedades

As propriedades bioldgicas da propolis estdo diretamente ligadas a sua
composi¢do quimica e este possivelmente ¢ o maior problema para o uso da propolis em
fitoterapia. Isso porque sua composi¢ao quimica varia com a flora da regido (brotos, cascas,
galhos, exsudatos e menos importante, botdes florais) e época da colheita, com a técnica

empregada, assim como com a espécie da abelha (no Brasil também o grau de "africanizag¢ao"
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da A. mellifera, pode influenciar a sua composi¢do), 0 que exerce um enorme impacto nas
propriedades fisicas, quimicas e biologicas. Vdrias literaturas mostram a similaridade ou
relacionam algumas substancias naturais das plantas aos componentes encontrados na
propolis. Somente no caso do Brasil, sdo descritas propriedades biologicas e composi¢cdes
quimicas distintas para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais. Essa
variagdo ¢ facilmente explicada pela grande biodiversidade brasileira, assim como, até certo
ponto, a habilidade bioquimica das abelhas em alterar a composi¢do nativa ou adicionar
componentes proprios a propolis (Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002).

Na literatura, pode-se encontrar relatos de diversas propriedades biologicas, como
atividade  antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, cicatrizante, anestésica,
antitripanossomal, anticariogénica, antiviral e anticarcinogénica (Burdock, 1998; Castro;
Higashi, 1995; Cunha et al., 2004a; Duarte et al., 2003; Ghisalberti, 1979; Ishikawa et al.,
2004; Kumazawa; Hamasaka; Nakayama, 2004; Marcucci et al., 2001; Montpied et al.,
2003). Além disso, também vem sendo utilizada pelas industrias farmacéutica e alimenticia na
forma de alimentos funcionais (Ackermann, 1991).

Também foi descrita a agdo sobre a regeneragdo dOssea e cartilaginosa (Burdock,
1998), cardioprotetora (Chopra et al., 1995; Cook; Samman, 1996), hepatoprotetora entre
outros usos terapéuticos, testados in vitro e in vivo (Castro, 2001). Alguns trabalhos que
detectaram a atividade antimutagénica da propolis (Cizmarik; Lahitova, 1998; Varanda et al.,
1999), sugeriram que esta acdo poderia estar associada ao potencial antioxidante dos
flavonodides presentes em sua composicdo quimica (Krol ef al., 1990; Volpert; Elstner, 1993
Pascual et al., 1994; Said, 2000).

Para a propolis vermelha, coletada no estado de Pernambuco, através do bioensaio
de letalidade em Artemia salina, sugeriu-se uma promissora atividade antitumoral a partir de
seu conteido em compostos fendlicos confirmado (Nunes et al., 2009). Evidenciou-se
também que o extrato de propolis vermelha de Pernambuco desenvolveu atividade
cicatrizante do ponto de vista de avaliacdo dos aspectos clinicos macroscopicos em relagdo ao
padrao D-pantenol (Galindo, 2007).

Vargas et al. (2004) observou que o extrato alcoolico a 50% de propolis apresenta
atividade antibacteriana “in vitro”, inibindo o crescimento de 67,70% das amostras de
Nocardia asteroides, Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Rhodococcus equi, Salmonella
sp., Escherichia coli, Proteus mirabilis ¢ Pseudomonas aeruginosa avaliadas.

De acordo com Castro (2001), as atividades biologicas demonstradas pelo

propolis estao ligadas a sua composi¢ao fenolica, dentre eles, os flavonoides.
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3.2.2 Flavondoides

O termo flavondide deriva do latim flavus, que significa amarelo. Os flavonoides,
por serem pigmentos presentes em todas as células fotossintetizadoras, sdo encontrados em
ervas, legumes, frutas, mel e por consequéncia dentre outros produtos de consumo cotidiano
(Havsteen, 1983; Lopes ef al., 2000; Havsteen, 2002).

Segundo Park, Fukuda e Ashida (2004), flavondide ¢ um composto fendlico
presente nos vegetais e, desde o inicio dos anos 1990, estuda-se mundialmente a sua eficacia
no combate a um perigoso invasor do corpo humano: a dioxina, produzida na degradagdo de
produtos contendo cloro, como plésticos e herbicidas.

“A dioxina contamina o solo, a 4gua e os vegetais, sendo absorvida
pelos animais. E, na ponta desta cadeia alimentar, invade as células
humanas levando a formagdo de substancias cancerigenas. Por isso,
ganhou o nome de hormonio ambiental. Estd associado a canceres de
pulmao, cérebro e prostata. ‘Dentro do corpo se produz o horménio
enddcrino, que entra na célula denominada "receptor” e envia sinais ao
nucleo, estimulando o gene a formar compostos necessarios para
nossa fisiologia. Estamos, entdo, sobrevivendo. O problema ¢ que a
dioxina ocupa o lugar por onde entraria o hormonio enddcrino. A
ingestao de flavondides combate essa invasdo, porque eles deslocam a
dioxina do receptor, ocupando a mesma posicao na célula’ (YONG,
2003, local 23).

Na presenga de flavondides, a maioria das bactérias que acometem os homens e os
animais ¢ morta. Entretanto, esse mecanismo nao ¢ totalmente compreendido, mas ¢ sabido
que o efeito bactericida dos flavonoides € devido a perturbagdo metabdlica. Os canais de ions,
que sdo componentes tantos de células animais quanto bacterianas, sdo pontos sensiveis de
inibicdo e provavelmente alvos de flavonodides. Nas células animais, esses canais sdo
regulados por reagdes de fosforilagdo e desfosforilagdo (Cushnie; Lamb, 2005). A pesquisa
para o uso dos flavondides para prevencao e cura de doencas ja esta sendo realizada por
varios pesquisadores em alguns paises. O uso consciente dessas substancias € mais comum
nos paises emergentes do que nas partes industrializadas do mundo (Farnesi, 2007).

Ha grande controvérsia em relacdo ao teor de flavonoides nas amostras brasileiras
(Pereira; Seixas; Aquino Neto, 2002). Bankova et al. (1995) concluiram que as prépolis
brasileiras tém uma baixa concentracdo de flavonodides e ésteres de acidos fenodlicos,
possuindo altas concentragdes de acido dihidroxicinamico, acetofenonas preniladas e alguns

terpenoides especificos. Ainda, Bankova, Castro e Marcucci (2000) citam que, em alguns

casos, os flavonoides sdo, sim, importantes componentes presentes na propolis brasileira. Aga
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et al. (1994) determina os compostos prenilados como os maiores constituintes da propolis
brasileira, e relata que a atividade antibacteriana destes compostos pode ser aumentada com o
aumento do niumero de residuos prenil na molécula, como citado por Marcucci et al. (2001).

Diversos ensaios in vitro e in vivo vém comprovando e determinando as
atividades bioldgicas dos flavonoides. Destacam-se, dentre outros, a capacidade antioxidante,
antiinflamatéria e de efeito vasodilatador, agdo antialérgica, anti-tumoral, hepatoprotetora,
antitilcera, agdes anti-plaquetaria, bem como ac¢des antimicrobianas e antivirais (Lopes ef al.,
2000).

A concentracdo de flavonodides totais nas amostras de propolis pode ser
determinada pela complexacdo dos flavondides presentes na mesma com o cation aluminio,
formando complexos estaveis. Na andlise espectrofotométrica, este complexo fornece um
desvio das bandas caracteristicas dos flavondides para maiores comprimentos de onda (efeito

batocromico) e uma intensificacao da absor¢ao (Adelmann, 2005).

3.3 Aplicacoes

Segundo Pereira, Seixas e Aquino Neto et al. (2002), a grande questdo para o
futuro ¢ responder a uma pergunta antiga: Qual prépolis serve para qual agdo terapéutica? E
para isso ¢ necessario definir quais parametros terapéuticos minimos as diferentes propolis
devem possuir, ou idealmente qual composicao quimica minima deveria ser exigida para que
apresentem as propriedades farmacologicas desejadas. No caso da propolis européia, a
padronizagdo de seu uso como “fitoterapico” € mais simples ja que o principal pardmetro que
rege sua atividade ¢ o teor de flavonodides. Portanto, determinando o teor de flavonoides e
contaminantes (como metais pesados) seria possivel classificar a qualidade da propolis
(Bankova, 2005).

A importancia conferida a esse produto reside no fato de possuir diversas
propriedades terapéuticas, tais como atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante,
cicatrizante, anestésica, anticariogénico, antitumorais e citotoxicas sendo um insumo de
primeiro nivel para as industrias de alimentos, firmacos e cosméticos (Castro, 2001).

As ultimas pesquisas cientificas realizadas nos Estados Unidos, Europa, Japdo e
Brasil, tém demonstrado que a préopolis tem a capacidade de regenerar tecidos, inibir o
crescimento de tumores, inibir a duplicagdo de células infectadas pelo virus da AIDS,
bloquear a atividade da enzima responsavel pela formagdo da placa dentdria que resulta em

carie, ativar o sistema imunologico e retardar o envelhecimento. (Dias, 2007).
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Alguns pesquisadores encontraram atividade antioxidante da propolis em ratos.
Apds a aplicagcdo de propolis, Sforcin, Funari e Novelli (1995) ndo obtiveram alteracdes
bioquimicas dos componentes de significado clinico para a verificacdo de alteragdes
patoldgicas, demonstrando também que o nivel sérico da amilase e da alanina
aminotransferase apresentaram-se normais, sugerindo a auséncia de efeitos prejudiciais ao
pancreas e figado, respectivamente.

A amostra de propolis estudada por Pinto et al (2001) exerceu efeito
antibacteriano através dos extratos etandlicos e, em menor propor¢ao, do metandlico, sobre o
Staphylococcus aureus, Staphylococcus sp. Coagulase negativos, e Streptococcus agalactiae,
mas ndo mostrou capacidade em inibir o crescimento das amostras Gram-negativas, nas
concentragoes utilizadas. Os extratos aquosos, acetato de etila e cloroférmio ndo apresentaram
efeito antibacteriano sobre as amostras bacterianas estudadas. Amostras diferentes, de uma
mesma espécie bacteriana, diferiram quanto a sensibilidade a propolis.

Em animais domésticos, a propolis também tem demonstrado resultados
satisfatorios, tanto na preven¢dao, como no tratamento de doengas. A utilizagdo da propolis e
alcool etilico no controle de Salmonella em ragdes avicolas apresentou resultados parciais,
sendo observados efeitos bactericidas nos sorotipos S.typhimurium e S.enterendis, que foram
inoculados artificialmente na ragdo (Mazzuco et al, 1996). Em coelhos, a solucao
hidroalcoodlica de propolis, adicionada a agua de beber, diminui a ocorréncia de verminose
(Moura et al., 1998). Em tratamento de sarna sarcOptica nessa espécie foi verificada a
eficiéncia do extrato de propolis, assim como na prevengdo da doenga (Carvalho et al., 2003).
Resultados positivos também foram observados por Silva Sobrinho et al. (2004) no
tratamento curativo da pododermatite necrotica em ovinos, comprovando suas propriedades
anti-séptica, antimicoética, bacteriostatica, antiinflamatéria e anestésica. Na bovinocultura, a
propolis foi utilizada também em bactérias isoladas do leite de vacas com mastite,
comprovando eficientes resultados (Pinto et al., 2001).

Todo este poder advém da enorme quantidade de componentes ativos da propolis,
que exibe um verdadeiro complexo de vitaminas, minerais € enzimas, mas o maior destaque ¢
a combinacdo unica de bioflavondides em quantidade exponencial contida na propolis. (Dias,
2007). Além disso, por ser um produto natural, extraido diretamente da natureza, isso €, uma
tecnologia biologica, pode vir a diminuir a utilizagdo de produtos quimioterapicos que podem
trazer consequéncias indesejaveis aos consumidores, animais € ao meio ambiente (Bankova,

2005).
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3.4 Utilizac¢ao da propolis na alimenta¢do animal

A propolis adicionada na forma de extrato na alimentacdo de animais como
suplemento mostra bons resultados, como foi visto por Garcia et al. (2004), que adicionaram
propolis a ragdo (0,1% de Extrato Seco de Propolis) que demonstrou-se efetiva sobre o
desempenho dos animais, tendo melhorado o ganho de peso das coelhas e sua conversao
alimentar. Coloni et al. (2007) observaram que a adi¢ao de extrato etanolico de prépolis
resultou em ganho de peso, pardmetros de carcaca e pH cecal dos coelhos semelhantes aos
que receberam as dietas com o alcool etilico e sem nenhum aditivo. Entretanto, os coelhos que
receberam o Extrato Etandlico de Propolis apresentaram maiores pesos das patas e os que
nenhum aditivo receberam apresentaram maiores pesos do aparelho gastrico. No entanto, de
acordo com Ito et al. (2009), o extrato de propolis em altas concentragdes na ragdo faz com
que a palatabilidade seja afetada negativamente, isso ¢ mostrado a partir de um menor
consumo desse alimento pelos animais.

Ja Dierckx e Funari (1999), utilizando a propolis como aditivo na alimentacao de
leitdes desmamados e na prevencao a diarréia, concluiram que as ragcdes com propolis nao
diferiram daquela sem nenhum tipo de tratamento (controle negativo) e nem a da com
promotor de crescimento e coccidiostatico (controle positivo), para os pardmetros de ganho de
peso, consumo de ragdo, e conversdao alimentar, mesmo independente do tipo de diarréia, e
que o numero de animais com ou sem diarréia ndo diferiram entre os tratamentos.

Casimiro (2008), utilizando extratos hidroalcodlicos de propolis em ragdes para
bezerras lactentes, observou que essas mostraram-se capazes de proporcionar 0 mesmo
desempenho e digestibilidade total de dietas para bezerras lactentes em substituicdo a
lasalocida sddica.

Ao testar a propolis como novo aditivo na nutricdo de ruminantes, Stradiotti
Junior et al. (2004) observaram que o extrato desse produto das abelhas foi eficiente em inibir
a produgdo de gases in vitro pelos microrganismos ruminais. Somando-se ao fato de que a
mesma possibilitou aumento da taxa de digestdo especifica dos carboidratos, conclui-se que
devem ser realizadas novas pesquisas que explorem.

Oliveira et al. (2004) ao testarem o efeito do ion6foro monensina, um antibidtico,
e do extrato de propolis sobre a produgdo de amoénia e degradabilidade in vitro da proteina
bruta de diferentes fontes de nitrogénio observaram que a préopolis foi mais eficiente que a

monensina em manter maiores concentragdes de proteina soluvel no inicio das incubagdes,



29

pela reducdo da atividade de desaminagdo e que esta ndo diferiu da monoenzima em relacdo a

reduzir a produgdo de amonia de fontes de proteina de maior degradabilidade.

3.5 Resina

As resinas s3o misturas complexas de terpenos, flavonoides e substincias
gordurosas e sua producao esta ligada ao crescimento vegetativo das plantas, que € promovido
por um hormonio, a giberelina, que ¢ um terpendide. Resinas em grandes quantidades sdo
secretadas pelas plantas durante o crescimento de 4pices vegetativos de folhas, caules ou
troncos, antes da floracdo (Bastos, 1998), razdo pela qual nem sempre o grao de pdlen
encontrado na propolis indica a espécie vegetal visitada para a coleta de resina. Outra questao
¢ que sabe-se que algumas fontes de resinas s6 ocorrem em determinados periodos do ano,
podendo ndo ocorrer em periodos ou anos subsequentes. Essa ¢ uma das grandes dificuldades
em se manter o mesmo tipo de produto (Dias, 2007).

Os recursos vegetais utilizados pelas abelhas para a producdo de propolis
originam-se de diversos processos botanicos em diferentes estruturas das plantas. Tais
componentes abrangem desde secrecdes ativas e exsudatos resultantes de injirias mecanicas
até materiais lipofilicos presentes em folhas e brotos, mucilagens, gomas, resinas e latex
(Bankova; Castro; Marcucci, 2000). Adicionalmente, a composi¢do da propolis pode incluir
elementos introduzidos pelas abelhas durante o processo de elaboragdo no interior da colmeia
(Marcucci, 1996).

Algumas plantas fornecedoras de resina, segundo a observagao de Robson Raad,
seriam o 6leo-pardo (Myrocarpus frondosus) e a cabreuva (Myroxylon peruiferum) dos quais
as abelhas coletam o material liberado no tronco e galhos da arvore e o jatoba (Hymenaea

stilbocarpa) que também libera resina. (Lima, 2006).

3.6 Coletas de propolis

Os vegetais, no estagio de brotos, estdo vulneraveis a microorganismos e insetos
e, para se proteger, produzem enzimas que funcionam como anticorpos nos humanos (Yong,
2003). As abelhas aprenderam que esse material que protege os vegetais era importante para
fechar a parte externa de suas colméias. Nas épocas do ano em que hd uma boa colheita de
néctar, as abelhas dedicam-se geralmente mais a colheita do mesmo e menos a colheita de

resinas (propolis), produzindo mais prépolis no fim das colheitas de néctar. As abelhas
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coletoras de propolis de uma familia dedicam-se a esta atividade nas horas quentes do dia,
pois nestas horas, a propolis torna-se mais facil para manuseio pelas abelhas (Breyer, 1980).
Ja Wiese (2005) afirma que a melhor época para se coletar propolis € antes do periodo
chuvoso, que ¢ quando a colméia necessita defender-se mais contra os predadores. A Figura 1

ilustra de maneira clara a coleta e utilizagdo de propolis pelas abelhas.

Figura 1 - Desenho esquematico da coleta e utilizagdo da propolis

pelas abelhas.
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campeiras. Quando ocorre uma grande florada, as abelhas dedicam pouco tempo e esfor¢o na

coleta de resinas, dedicando-se principalmente a coletar néctar e produzir mel. O desgaste das
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abelhas que produzem propolis € muito alto e elas devem ser alimentadas ou ter muito néctar
a disposic¢do, para produzir adequadamente (Manrique; Soares, 2002a).

Manrique e Soares (2002b) observaram um padrao de producdo atipico, onde a
producdo variou de acordo com a vegetacdo presente, no qual colonias com mais abelhas,
produziram mais propolis onde existia uma maior diversidade de vegetagdo, e onde havia
pouca variedade de plantas, as colénias com menor populacdo produziram mais préopolis. Foi
observado, também, que as abelhas caucasianas e os hibridos africanizados tém maior
capacidade genética para coletar propolis. Foi visto que poucas colonias coletaram propolis
(menos de 50%) no coletor utilizado, o qual poderia sugerir diferencas genéticas, embora
todas as colonias fossem de hibridos africanizados.

Segundo Santos et al. (1996), as abelhas africanizadas, apresentam um maior
nimero de forrageamento de coletas de propolis entre 10 e 14 horas, nos hordrios mais
quentes do dia; mencionam ainda que temperaturas abaixo de 21°C e acima de 28°C parecem
inibir este comportamento. Ghisalberti (1979) afirma que uma coldnia forte coleta 150-200
gramas de propolis num ano. Segundo Gojmerac (1980) a abelha utiliza suas mandibulas e
suas pernas transferindo o material coletado para as corbiculas, sendo que algumas vezes
adicionam cera no momento da manipulagdo. Esta operacdo pode durar de 15 a 60 minutos.

Nas zonas temperadas do hemisfério norte, as abelhas coletam a prépolis apenas
no verao (incluindo final da primavera e comeco do outono - cerca de quatro meses) € por iSso
as variagdes sazonais na composi¢cao da propolis sdao insignificantes. No Brasil, entretanto, a
coleta de propolis se d4 durante todo o ano, deste modo existe uma variagdo sazonal na sua
composi¢ao. A diminui¢do em alguns componentes biologicamente ativos como os fendlicos
sao acompanhados pelo aumento de outros, por exemplo, &cidos diterpénicos. Deste modo
pode-se esperar que algumas atividades biologicas, relacionadas a estes compostos,
(antibacteriana, antifingica) sejam similares em diferentes estacdes do ano (Bankova ef al.,
1998). Isto foi comprovado por Sforcin et al. (2000) que demonstraram ndo existir diferenca
estatisticamente significante na atividade antimicrobiana da propolis coletada nas quatro

estacdes do ano frente as cepas.

3.6.1 Métodos de coleta

Quando aparece alguma fresta ou rachadura na colméia, as abelhas operarias

vedam imediatamente essa abertura indesejada com propolis para proteger sua colonia contra

entrada de algo indesejavel, como vento, 4gua ou ainda seus inimigos (Burdock, 1998; Crane,
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1988; Ghisalberti, 1979). A partir do momento em que os apicultores observaram esse
comportamento, sabendo que este produto ¢ muito bom para o homem, comegaram a pensar
em uma maneira de fazer com que esse material fosse produzido em maior quantidade por
estes insetos, realizando brechas nas colméias para que as abelhas vedassem com o propolis
que seria coletado posteriormente (Wiese, 2005).

No entanto, a0 comegarem a raspar a propolis depositada nas paredes da colméia e
comercializar, observaram que o valor comercial desse material era baixo, pois era de ma
qualidade. Junto ao produto vinham também pedagos de madeiras, além de outros fragmentos
ndo identificados, o que fazia com que sua aparéncia ndo ficasse muito agradavel. Com isso
foi cada vez mais se aperfeicoando em uma nova maneira de se obter propolis a partir das
colméias (Bankova; Castro; Marcucci, 2000; Marcucci, 1995).

Os apicultores coletam propolis de diversas maneiras, pelo método da raspagem,
com a utilizacdo da tela pléstica, através do coletor de propolis inteligente (CPI), do coletor
pirassununga ou de estojo, sistema de sarrafos, método das asas ou E.G.P.P. (Elias Green Plate
Propolis) (Breyer, 1995; Krell, 1996).

O método da raspagem ¢ realizado utilizando o formao ou uma faca para retirar a
préopolis grudada nas colméias e quadros que as abelhas operarias deixam em razao de alguma
abertura que porventura apareca. Esse método ¢ facilmente efetuado em temperaturas mais
baixas, pois em tempo quente a resina aglutina-se e torna-se pegajosa (Marcucci, 1996).
Porém, Inoue et al. (2007) viu que a produgdo de propolis nao foi influenciada pelo tipo de
coletor utilizado (Coletor de Propolis Inteligente, Tela Plastica e a Raspa) e o que influencia ¢
a sazonalidade.

Thimann e Manrique (2002), observando a coleta de propolis em colonias de
abelhas africanizadas durante a estagdo chuvosa em Guanare, na Venezuela, viram que, apesar
do dimensionamento das colméias para obten¢do de propolis ser uma possibilidade para se
obter este produto no momento da colheita, a adicdo de quadros coletores de colméias
africanizadas nao foi eficiente em nenhuma das condi¢des das coldnias estudadas (fraco,

médio e forte).

3.7 Fontes florais (origem botanica)

Embora os poucos resultados obtidos at¢ o momento no Brasil sejam apenas

observacdes casuais de apicultores, os centros de pesquisa comecam a se empenhar em

identificar as fontes que sdo os recursos para a produgdo de propolis pelas abelhas. Usando
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aparelhos muito sofisticados, os pesquisadores tém meios de comparar a propolis e os
vegetais de uma regido, e chegar a conclusao de que ambos possuem elementos semelhantes
(Lima, 2006).

Park et al. (2002) afirmaram que a analise da sua composi¢ao quimica comparada
com a provavel fonte vegetal ¢ o melhor indicativo da origem botinica da propolis. A
determinagdo da origem geografica e, principalmente, a origem vegetal, aliada a fenologia da
planta fornecedora da resina, se faz importante no controle de qualidade e at¢ mesmo na
padronizacao das amostras de propolis para uma efetiva aplicagdo terapéutica.

E de grande importancia saber de que regido aquela determinada propolis é
proveniente, pois, dependendo de cada regido, esse produto poderd conter propriedades
biologicas diferentes em composicdo ou mesmo em quantidade de determinada agdo
terapéutica. Como exemplo, Koo et al. (1999) verificaram que a propolis do Rio Grande do
Sul foi mais eficiente que a de Minas Gerais no potencial anticérie e antiplaca quando testado
em ratos.

Durante as visitas aos vegetais para coletar a matéria-prima necessaria na
elaboragdo da propolis, as abelhas carregam fragmentos de folhas, tricomas glandulares e
tectores, cristais de oxalato de célcio, discos secretores e graos de poélen que podem ser
encontradas na propolis e servem como marcadores botanicos para a indicagdo das espécies
visitadas pelas abelhas através de testes histoquimicos, técnicas de microscopia Optica e
eletronica de varredura (Bastos, 2001).

Barth, Dutra e Justos (1999) comprovaram que as andlises qualitativas e
quantitativas dos tipos polinicos encontrados em amostras de propolis sdo instrumentos
utilizaveis para a caracterizacdo geografica de sua procedéncia, bem como da origem
floristica e, em alguns casos, estacional.

De acordo com Park et al. (2002), a regido sul do pais apresenta uma grande
diversidade vegetal, para a retirada de resinas pelas abelhas, possibilitando a ocorréncia de 5
grupos distintos de propolis de grande frequéncia, e dentre estes grupos foi possivel
identificar a origem vegetal de um. Ficou comprovado que a origem botanica da propolis
deste grupo, da Argentina e do Uruguai, ¢ a espécie vegetal P. Alba, segundo os perfis
fitoquimicos comparativos. Park et. al. (2000) classificaram as propolis brasileiras em 12
grupos ¢ verificaram a existéncia de somente um tipo majoritario de prépolis na regiao
Sudeste do Brasil. Nesse estudo, os autores demonstraram a pouca diversidade vegetal dessa

regido para a retirada de resina pelas abelhas.
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Segundo Alencar et al. (2005), os estados de Minas Gerais e Sdo Paulo possuem
somente um tipo majoritario de propolis, indicando assim que poucas sdo as espécies vegetais
fornecedoras de resinas para elaboracdo de propolis. Pelo grande ntimero de compostos
identificados e confirmados pelas técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
cromatografia gasosa com espectrometria de massas, pode-se concluir que a resina da espécie
vegetal de B. dracunculifolia é a principal fonte de resina para a elaboragdo das propolis
produzidas nesses estados. Outros autores sugerem que as fontes provaveis para a propolis
brasileira podem ser principalmente Baccharis spp. € Araucaria sp. (Bankova et al., 1998;
Banskota et al., 1998), mas nenhuma comparagao direta entre a propolis e a fonte botanica foi
realizada (Bankova; Castro; Marcucci, 2000).

A fonte dominante para a elaboracao da prépolis na Europa, América do Norte e
oeste da Asia é o exsudato do botio de alamo (Populus sp.) (Markham et al., 1996;
Wollenweber; Buchmann, 1997). Entretanto, na América do Sul, a espécie vegetal do género
Populus ndo ¢ nativa, existindo uma grande diversidade vegetal para a retirada de resina, o
que dificulta a correlagdo da propolis com a fonte produtora. A dependéncia geografica e
vegetal da propolis ¢ exemplificada nos trabalhos, como por exemplo, de prépolis da América
do Sul, Europa, China, Canadé e Espanha (Bonvehi; Coll, 1994; Park; Fukuda; Ashida, 2004).

A subespécie da abelha também tem determinada influéncia na composi¢ao
quantitativa da prépolis, porém o critério de escolha da fonte botanica pelas abelhas

permanece incerto (Bankova et al, 1998).

3.8 Métodos de extraciao

Viarias técnicas de extragdao tém sido empregadas visando concentrar os residuos
insoluveis de propolis. Uma mistura em partes iguais de etanol, cloroférmio e acetona
demonstrou bons resultados (D’albore, 1979) . J& Warakomska e Maciejewicz (1992) testaram
etanol, benzeno e acetona em extragdo sequencial. Grande quantidade de pélos vegetais
(tricomas) ¢ encontrada apds a extracao de cera e resina nas amostras de propolis, por isso
estdo comegando a utilizar Nafta, que ¢ um solvente extraido do petroleo.

Na literatura, encontra-se descricdo de diversos procedimentos de extragdo.
Pascual et al. (1994) utilizaram etanol a 95% para testar a atividade antioxidante de 1 g de
amostra triturada, com repouso por 48 horas a 25°C. Fernandes Jr. et al. (1997) obtiveram
extrato ao triturar 50 g de amostra em 100 mL de etanol 96° GL. Ikeno et al. (1991) aplicaram

em cdries de ratos extratos etandlicos preparados com 5,0 volumes de etanol 99,5%, 25° C por
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24h. Kumazawa, Hamasaka e Nakayama (2004) também utilizaram extrato etandlico obtido
nesse periodo e temperatura.

Fernandes Jr. et al. (2001) para a obtencao de extratos etanodlicos de propolis de
Meliponineos utilizaram 100 g de amostra para cada 100 mL de etanol 95% em temperatura
ambiente por dois dias. Koo & Park (1997) utilizaram para cada 2,0 gramas de propolis 25
mL de etanol 80%, utilizando agitagdo por 30 minutos e temperatura de 70°C. Sforcin et al.
(2000) trituraram 30 g de propolis com 100 mL de alcool etilico 95°, utilizaram agitacao
moderada e temperatura ambiente.

Percebe-se que a maneira mais comum de se extrair os principios ativos da
propolis bruta é usando alcool etilico a 70%, colocando uma quantidade da propolis bruta que
pode variar de 5% até 30 % do peso final, e deixando em maceracdo. O tempo de contato da
propolis bruta com o solvente pode variar de horas até semanas, com ou sem agitagdo. A
separacdo da solucdo etandlica pode ser feita por filtracdo ou por centrifugacdo (Sawaya,
20006).

Cunha et al. (2004a) extrairam amostras de propolis variando a concentragdo de
etanol no solvente, o tempo e temperatura de extragdo, a presenga ou auséncia de luz durante
a extracdo e o tempo de extragdo (de 10 até 30 dias) concluindo que o fator que mais afetou a
composi¢ao dos extratos foi o solvente. O tempo de extragdo afetou pouco a composi¢ao dos
extratos € a luz e a temperatura aparentemente nao afetou de nenhuma forma. J4 Obregon
Fuentes e Rojas Hernandez (1990) analisaram o efeito da agitacao sobre a extragdo, extraindo
amostras com e sem agitagdo e concluiram que este fator ndo influi na atividade
antimicrobiana do extrato etandlico de propolis (EEP). Efetuaram extragdes sucessivas de
etanol na mesma amostra de propolis bruto, observando que a atividade antimicrobiana da
primeira extragdo era superior a da segunda, que foi maior do que a terceira.

Park e Ikegaki (1998) verificaram que existe grande variagcdo na concentracdo de
flavonodides entre extratos dependendo da concentracdo etandlica utilizada para extragdo e
esse fato esta intimamente relacionado com a sua atividade bioldgica. Foi observado que o
extrato etanolico a 80% foi o que apresentou os melhores resultados em todos os testes
realizados, o que nos leva a concluir que ¢ a melhor concentragdo para a preparacdo dos
extratos.

Matsuno (1997), com a finalidade de evitar o cheiro caracteristico de etanol,
descreveu outras formas de extracdo. A extragdo em micela separa a propolis do etanol por
meio de surfactantes e glicerina, facilmente misturavel em meio aquoso. A extrag¢do pelo meio

supercritico dissolve prépolis em CO, liquido, que evapora sem deixar residuos de solventes.
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A extragdo em meio aquoso tem a vantagem de usar solvente indcuo, mas exige esterilizacdo
em cada etapa e ha a perda dos os principios ativos nao hidrossoluveis.

Tosi et al. (1996) avaliaram a atividade antibacteriana e antifingica de amostras
comerciais extraidas com etanol 60% (v/v) em &gua, glicerol, propilenoglicol e oleo
comestivel. Todas as extragdes apresentaram atividade antimicrobiana sendo que a extragao
com glicerina apresentou menor atividade que as outras.

Alguns autores, para testar as atividades bioldgicas dos extratos de propolis
utilizam extratos aquosos ao invés de etandlicos, Nagai et al. (2003) testaram as propriedades
antioxidantes de extratos aquosos obtidos com 50g de amostra e 5 volumes de agua destilada,
agitacdo a 20 °C por um dia e uma reextragdo do residuo por mais um dia. Bianchini e
Bedendo (1998) utilizaram extrato aquoso de propolis obtido com 100 g de propolis triturada
em 1 litro de agua destilada por 1-2 minutos. Dimov ef al. (1991) e Ivanovska et al. (1995)
também utilizaram extrato aquoso de propolis.

Apesar de os extratos etandlicos e aquosos serem os mais utilizados, outros
solventes para a obten¢do dos extratos de propolis também foram testados na literatura.
Higashi e Castro (1994) utilizaram extratos em dimetilsulfoxido, triturando as amostras de
prépolis no solvente por 4 horas e filtrando. Fontana et al. (2000) obtiveram extratos com um
grama de propolis em 10 volumes de solventes de diversas polaridades (ex:hexano, metanol) a
25 °C e deixado por um dia em agitador (100 rpm). Marcucci ef al. (2001) utilizaram extratos

metanolicos de propolis (50 g com metanol a quente por 8 horas).

3.9 Instruciao Normativa

A instrucao normativa n°3 de 19 de Janeiro de 2001 do Ministério da Agricultura
e do Abastecimento, que regulamenta a identidade e qualidade da propolis, a define como:

“O produto oriundo de substancias resinosas, gomosas ¢ balsdmicas,
colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudados de plantas, nas
quais as abelhas acrescentam secre¢des salivares, cera e polen para
elaboragdo final do produto.” (Brasil, 2001, p.1).

A mesma instrucao também classifica a propolis quanto ao teor de flavondides:

a) Baixo teor: até 1,0%(m/m);

b) Médio teor: >1,0% - 2,0% (m/m);

c) Alto teor: >2,0% (m/m).

Com relacdo as especificacdes, a mesma exige que a propolis tenha:
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a) Composicao bésica: resinas, produtos balsamicos, cera, dleos essenciais, polen
€ microelementos;

b) Aroma: caracteristico (balsdmico e resinoso) dependendo da origem botanica:

c) Cor: amarelada, parda, esverdeada, marrom ¢ outras, variando conforme a
origem botanica;

d) Sabor: caracteristico de suave balsdmico a forte e picante, dependendo da
origem botanica;

e) Consisténcia (4 temperatura ambiente): maledvel e rigida, dependendo da
origem botanica;

f) Granulometria: heterogénea;

g) Perda por dessecac¢do: maximo de 8% (m/m);

h) Cinzas: maximo de 5% (m/m);

i) Cera: maximo de 25% (m/m);

j) Compostos fenolicos: minimo de 0,5% (m/m);

k) Atividade de oxidacdo: maximo de 22 segundos;

1) Massa mecanica: maximo 40% (m/m);

m) Soliveis em etanol: minimo de 35% (m/m);

n) Espectro de absor¢do de radiacdes ultravioleta e visivel: a propolis devera
apresentar picos caracteristicos das principais classes de flavonoides entre 200
e 400nm;

0) Acetato de chumbo: positivo;

p) Hidréxido de sédio: positivo.
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4 MATERIAL E METODOS

Foi coletada propolis de trés regides distintas do Ceara, uma da regido serrana
proxima da capital na localidade de Maranguape, outra sertdo, Limoeiro do Norte e outra
litoranea, Caucaia. Foram colocados dez coletores de propolis (Figura 2) em colméias
escolhidas ao acaso em cada apidrio das trés regides. A coleta foi realizada uma vez por més
durante trés meses consecutivos, setembro, outubro e novembro. O experimento foi

implantado em agosto de 2008 e as amostras coletadas nos trés meses seguintes a este.

Figura 2 - Troca das melgueiras comuns por melgueiras contendo coletores de propolis em
um apiario localizado em Caucaia

ﬁm aucaia.
¥ -

Fonte: Autoria propria.
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4.1 Localizacio do Experimento

O experimento laboratorial foi conduzido no PADETEC (Parque de
Desenvolvimento Tecnoldgico) na Universidade Federal do Ceard, no periodo de dezembro

de 2008 a julho de 2009.

4.2 Caracteristicas dos locais de coleta

O apidrio Colibri estd localizado em Capud, no municipio de Caucaia (Figura 3),
dista 20,0km de Fortaleza-CE (latitude 3° 44' 10"S, longitude 38° 39' 11"WGr), numa altitude
de 29,.9m e o acesso se faz pelas BR-020 e CE-085. Caucaia possui uma populagdo de
aproximadamente 334.364 habitantes, uma area territorial de 1.227,90 km? e faz parte da
regido metropolitana da cidade de Fortaleza (IPECE;IBGE, 2005a).

Figura 3 - Mapa de Caucaia no estado do Ceara.
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Seus distritos sdo Caucaia (sede), Bom Principio, Catuana, Guararu, Jurema,
Mirambé¢, Sitios Novos e Tucunduba. Seu bioma ¢ classificado como Caatinga e o complexo
vegetacional da zona litoranea, cerrado e caatinga arbustiva densa ¢ relatado como a cobertura
vegetal do municipio. O clima inclui os tipos tropical quente semidrido brando, tropical
quente sub-umido e tropical quente umido, com pluviosidade média anual de 1.243,2 mm,
temperatura média de 26 °C a 28 °C e o periodo chuvoso entre janeiro e maio. relevo ¢
descrito como planicie litoranea, tabuleiros pré-litoraneos e depressoes sertanejas e seus solos
classificados como areias quartzosas marinhas, solos litélicos, planossolo solddico, podzoélico
vermelho-amarelo, solonchak, solonetz solodizado ¢ vertissolo (IPECE; IBGE, 2005a).

O apiario JM, localizado no municipio de Maranguape-CE (Figura 4), dista 28km
da capital do estado (latitude 3° 53' 27" S, longitude 34° 41' 08"WGr) e a uma altitude de
68,6m. Essa localidade possui uma populacao aproximada de 110.523 habitantes, em uma
area territorial estimada em 590,82 km? e seu bioma ¢ classificado com Caatinga (IPECE;

IBGE, 2005c¢).

Figura 4 - Mapa de Maranguape no estado
do Ceara.
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A vegetacdo de Maranguape-CE ¢ caracterizada por caatinga arbustiva densa,
floresta subcaducifolia tropical pluvial e floresta subpereniféolia pluvio-nebular. O clima ¢
classificado como Tropical Quente Umido, com pluviosidade média de 1.378,9mm,
temperatura média de 26° a 28°C e periodo chuvoso no intervalo de janeiro a maio. Seus
relevos sdo classificados como macicos residuais e depressdes sertanejas e seus solos como
bruno nao calcicos, solos litélicos, planossolo soldédico, podzolico vermelho-amarelo e
vertissolos (IPECE; IBGE, 2005¢).

O apiario Altamira fica localizado no municipio de Limoeiro do Norte (Figura 5).
Possui uma populacdo estimada em 56.098 habitantes aproximadamente, inserido no bioma
Caatinga. Situada a 198 km de Fortaleza (latitude 5° 08’ 44”; longitude 38° 05’ 53”), sua area
territorial ¢ estimada em 751.535km?, a 30,22m de altitude. O clima ¢ tropical quente
semi-arido, com uma pluviosidade de 720,5mm ao ano, periodo chuvoso de janeiro a abril e
temperatura média de 27° a 33°C. Possui uma vegetacdo de caatinga arbustiva densa, uma

floresta caducif6lia espinhosa e floresta mista dicotillo-palmécea (IPECE; IBGE, 2005b).

Figura 5 - Mapa de Limoeiro do Norte no estado do
Ceara.
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4.3 Coleta das amostras

As amostras foram retiradas de coletores adaptados do tipo CPI (coletor de
propolis inteligente) adaptados as melgueiras (Figura 6), uma vez por més. Com o auxilio de
uma faca para retirada da propolis depositada pelas abelhas nos coletores utilizados nesse
experimento e colocados amostra por amostra separadamente, diretamente em sacos (ZIP)
pléasticos hermeticamente fechados e em seguida ficaram armazenados em freezer até o
momento da pesagem. Esta foi realizada para se obter o rendimento mensal de propolis por
cada colméia contida no experimento. Depois de pesadas, foi retirada uma quantidade de
propolis variando de acordo com o peso individual de cada amostra para se fazer a extragao

da cera purificada, devido a alta variacdo entre as amostras.

Figura 6 - Pri

\ i

meira coleta realizada em Maranguape-CE.

Fonte: Autoria propria

4.4 - Separacio da cera dos residuos nao soliveis em Nafta

Retirou-se uma pequena (determinada) quantidade de cada amostra de propolis
coletada, pesou-se e as colocou em cartuchos elaborados com papel filtro, onde se colocou
algoddo abaixo e acima de cada amostra para evitar perda de material durante o periodo de

refluxo realizado. Esse cartucho contendo prépolis foi posto em um extrator do tipo Soxhlet
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acoplado a um baldo volumétrico contendo pedras de ebulicdo evitando assim que o material
derrame durante a extragdo (Figura 7 e 8). Adicionou Nafta a esse conjunto como solvente
extrator da cera purificada, onde cada conjunto permaneceu por um periodo de

aproximadamente 24h.

Figura 7 - Amostras de propolis em aparelhos Soxhlet para
extragdo da cera.

Fonte: Autoria propria.

Figura 8 - Processo de extragao de cera.

Fonte: Autoria propria.
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Ap6s esse periodo, o material no cartucho ficou na capela até secagem total e
depois foi pesado para se obter o rendimento de residuo seco presente em cada amostra de
propolis. Ficou armazenado para posterior andlise das quantificagdes dos flavonodides totais.

A cera que foi extraida e a que ficou dissolvida no solvente foi posta em uma
chapa aquecida para evaporagdo total da Nafta, tomando o cuidado de filtrar para que nao
fique residuo em sua composicao (Figura 9). Através dessa filtragem o material foi transferido
para um béquer e depois colocado em uma cépsula ja pesada até a total evaporacdo do
solvente. Esperou-se esfriar para levar a cdpsula contendo cera para nova pesagem e pela
diferenga de peso da capsula sem e com cera obteve-se a quantificacdo de cera existente em

cada amostra de prépolis.

Figura 9 - Processo de evaporacdo de Nafta para obtencdo de cera
purificada.

Fonte: Autoria propria.

4.5 Acetilacao e transesterificacao da cera

Aproximadamente 50mg da amostra foi colocada em refluxo com 10mL de

metanol, 10mL de benzeno e 0,5mL de acido sulfurico concentrado, por aproximadamente 4h.
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Depois foi resfriado e adicionado a agua e lavado com uma solucdo saturada de
carbonato de sddio até ter atingido um pH préximo de 9 e em seguida foi rota-evaporado para
retirar todo o liquido.

Posteriormente, foram adicionados 10mL de anidrido acético e 1 espatula de
acetato de sddio Anidro e colocado em refluxo por 1h. Apos esfriar, colocou-se 15mL de dgua
e deixou-se reagir com o anidrido até que a reagdo liberasse calor fosse completada, isso
levou uns 30 minutos. Extrairam-se os compostos preparados em cloroférmio, lavou-se com
agua e mediu-se o pH que tem que ser entre neutro e basico. O produto obtido foi submetido a

andlise por CG-MS para confirmar seus constituintes (Negri; Salatino; Salatino, 2003).

4.6 Teor de flavondides totais

Para a quantificagdo do teor de flavonodides presentes nas amostras de propolis
coletadas foi construida uma curva padrdo com quercetina dihidratada, tomada como
substancia de referéncia para a analise. Aliquotas de 2,0 a 6,0 mL de solu¢do etanolica de
quercetina, a 50,0 ug/mL foram transferidas para baldes volumétricos de 25,0 mL, contendo
1,0 mL de solucdo de cloreto de aluminio a 2,5%. O volume final de cada baldo foi ajustado
com etanol. Como branco do sistema, 1,0 mL da solucdo aquosa de cloreto de aluminio
diluido em baldo de 25,0 mL foi utilizada. Decorridos 30 minutos foi tomada a leitura de cada
solucdo a 425 nm, em espectrofotdmetro. Para a quantificacdo de flavondides na amostra,
foram utilizados 2,0 mL de solugdo de propolis a 2,0 mg/mL, os quais foram expressos como

equivalentes de quercetina di-hidratada, sobre a prépolis bruta (M/M) (Funari; Ferro, 2006).

4.7 Analise estatistica

Para a andlise de variancia, utilizou-se o procedimento GLM (General Linear
Model). O Delineamento experimental aplicado foi inteiramente casualizado. A comparagdo
de médias foi realizada utilizando a op¢ao LS MEANS e o teste T (Student) minimizando
assim a variancia do erro, utilizando o software SAS (Statical Analisys Sistem). No caso da
variavel teor de flavonodides foi necessario utilizar a técnica de transformacdo de variaveis
utilizando a transformacao do tipo radial para tornar os dados aproximadamente normais, pois
a caracteristica apresentou coeficiente de variagdo muito elevado, denotando uma alta

instabilidade da resposta (CV > 45%) (Sampaio, 2007).
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As variaveis avaliadas foram quantidade de propolis coletada (g/més/apidrio),
quantidade de cera purificada (%/coleta) e quantidade de residuos insoluveis (%/coleta)
existente na propolis das trés regides, ¢ ainda o teor de flavonodides totais presentes nesse
residuo.

Foi utilizado o modelo estatistico abaixo:

Vijk = p+ Mi+ Rj + Mi x Rj + eijk

Onde:

Yijk = Caracteristica medida (Peso de propolis, Percentagem de Cera,
Percentagem de Residuo e Teor de Flavondides);

p = Média associada a cada caracteristica;

Mi = Efeito do més de coleta (i = setembro, outubro e novembro)

Rj = Efeito da regido do apiario (j = Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte)

Mi x Rj = Interacdo entre Més e Regido de Coleta (i x j)

eijk = Erro aleatorio para distribuicdo Normal e Variancia iguais (I?)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos através desse estudo, pode-se dizer que as
amostras de propolis obtidas de Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte, através de coletas
realizadas, a partir de dez colméias em cada um dos trés apiarios durante os meses de
setembro, outubro e novembro se diferenciam com relagdo aos seus aspectos fisicos como cor,
cheiro, consisténcia e quantidade.

As amostras coletadas em Caucaia-CE apresentaram coloragdo mais escura em
tonalidades do marrom, tendendo para o marrom-escuro (Figura 10). Nas amostras coletadas
em Maranguape-CE, observou-se coloracao tendendo para o marrom desde claro até o escuro,
algumas muito resinosas com brilho intenso e em algumas colméias notou-se coloragao
esbranquicada em parte da amostra (Figura 11). Em Limoeiro do Norte-CE, as amostras
apresentaram suas tonalidades variando do marrom, marrom-esverdeado até o esverdeado,

onde esta ultima apareceu com grande frequéncia (Figura 12).

Figura 10 - Tipos de cera e residuo seco obtidos através da extracdo realizada
nas amostras de propolis de Caucaia-CE.

Fonte: Autoria propria.

Figura 11. Tipos de cera e residuo seco obtidos através da extragdo realizada
nas amostras de prépolis de Maranguape-CE.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 12 - Tipos de cera e residuo seco obtidos através da extragdo realizada
nas amostras de propolis de Limoeiro do Norte-CE.

Fonte: Autoria propria.

Houve colméias que ndo produziram nada, houve as que produziram pouco mais
de 2,0g e outras ainda que ultrapassaram 100g, por isso ndo se pdde fazer uma padronizacao
dessa quantidade retirada para realizacao da extragao.

A cera purificada extraida e os residuos secos obtidos através da extracdo da
propolis realizada com Nafta (solvente utilizado) também variaram substancialmente em
relacdo a quantidade, cor e consisténcia. As ceras purificadas de Caucaia apresentaram
coloracdo mais clara, as de Maranguape também foram claras e as de Limoeiro do Norte
apresentaram suas tonalidades mais escuras que estas duas. Os residuos secos obtidos
variaram bastante de coloracdo também indo de quase preto até quase verde.

A consisténcia também foi muito diferente entre as amostras: em algumas, o
residuo da extracdo ficou grudado no algodao utilizado, por que estas apresentaram bastante
resina em sua composi¢do. Pode-se observar como as amostras diferiram de uma para outra
em relacdo ao aspecto e quantidade, tanto em relagdo aos apidrios (localizados em
microrregides distintas), como também entre colméias dispostas no mesmo apiario, nao sé as
que se apresentavam mais distante como as que estavam dispostas uma ao lado da outra.

No decorrer do experimento, no apiario localizado em Caucaia-CE, verificou-se
que algumas colméias (familias) foram enfraquecendo e até morrendo. Isso pode ter realgado
a menor produ¢do de propolis apresentada pelas colméias do apiario. Em Maranguape-CE, as
colméias (familias) se enfraqueceram durante as coletas, mas apenas uma morreu. Ja& em
Limoeiro do Norte-CE, todas apresentaram familias fortes e com boa produgdo de propolis.

Na Tabela 2, estdo discriminadas os valores das médias, dos desvios-padrao, do
menor ¢ do maior valor observado das varidveis peso da propolis, da percentagem de cera, da

percentagem de residuo seco e do teor de flavondides dos trés apiarios em estudo
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representados como Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte. A Figura 13 apresenta a

curva padrdo com quercetina dihidratada, com equacdo da reta e o coeficiente de correlagdo.

Tabela 2 - Peso de propolis (PESOP), percentual de cera (PERCP), de residuo seco
(PERCRES) e concentragao de flavonoides (FLAVO) nas amostras dos trés apiarios em

estudo.

VARIAVEL N MEDIA

DESVPAD MENOR

MAIOR  APIARIO

VALOR  VALOR
PESOP 23 21,599 11,214 8,52 55,89 CAUCAIA
PERCP 21 66,041 8,133 48,174 79,2 CAUCAIA
PERCRES 23 27,617 11,650 10,6 60,66 CAUCAIA
FLAVO 23 0332 0,160 0,19 0,644 CAUCAIA
PESOP 26 22,191 9,951 8,28 51,95 MARANGUAPE
PERCP 25 63,577 11,406 23,204 87,182  MARANGUAPE
PERCRES 26 30,637 11,639 19,65 72,136 MARANGUAPE
FLAVO 26 0,609 0,223 0,279 1,212 MARANGUAPE
PESOP 29 44,906 16,427 14,3 81,64 LIMOEIRO DO NORTE
PERCP 29 42,126 19,083 5,98 65,16 LIMOEIRO DO NORTE
PERCRES 29 38356 13,780 12,579 61,4 LIMOEIRO DO NORTE
FLAVO 29 5,822 2,816 0,953 12,369  LIMOEIRO DO NORTE

Fonte:Autoria propria. N: nimero de amostras. DESVPAD: Desvio-padrdo. Medidas do PESOP em
gramas. PERCP ¢ PERCRES em %. Dados de FLAVO expressos como equivalente de quercetina

dihidratada sobre a propolis bruta (M/M) ou [lg/ml.

Figura 13 - Curva de absorbancia de quercetina.

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200

0,100

0,000

g

y = 0,0617x + 0,0265

R? = 0,9943

/',

-

Fonte: Autoria propria.

T

10

e

15

—8— Absorbancia

—— Linear (Absorbancia)



50

De acordo com a Tabela 2, o apiario que apresentou a maior média em relacao ao
peso obtido por coleta foi o apiario localizado em Limoeiro do Norte (44,906g) e o que
apresentou a menor média do peso da prépolis foi o de Caucaia (21,599g).

Para o pardmetro percentagem de cera purificada, neste estudo, afirma-se que as
amostras de propolis coletadas em Caucaia apresentou a maior média por apiario (66,041%) e
Limoeiro do Norte apresentou a menor média por apidrio (42,126%).

Em relagdo a percentagem de residuo seco, o apiario que apresentou em sua
propolis o maior valor foi Limoeiro do Norte (38,356%) e o apiario que apresentou o menor
valor foi Caucaia (27,617%).

As amostras coletadas em Limoeiro do Norte também apresentaram uma maior
média em relacdo a concentragdo de flavonoides (05,822ug/ml) e Caucaia também apresentou

a menor média (0,332pg/ml).

5.1. Peso da propolis

A Tabela 3 mostra as médias mensais das quantidades, por coleta e por apiario, das

amostras de propolis coletadas com seus respectivos pesos médios.

Tabela 3 - Peso de cada propolis coletada em Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte nos
meses de setembro, outubro e novembro.

Meés Apiario
Caucaia Maranguape Limoeiro do Norte
Peso da propolis (g)" Média
Setembro 21,526 bA  26,459bA 55,173aA 34,386A%
Outubro 24,575bA 21,111bA 35,882aB 27,189B
Novembro  14,322bA 17,484bA 43,524aB 25,110B
Média 20,141b 21,684b 44,859a**

Mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, sendo as minusculas nas comparagdes entre os apiarios
(colunas) e as maiusculas nas comparagdes entre os meses (linhas); * p<0,05; ** P<0,01; 'CV= 40,040

Os resultados obtidos (Tabela 3) mostram que o apiario localizado em Limoeiro
do Norte apresentou uma maior producdo de propolis em todas as coletas realizadas durante
este experimento. Isso pode ser causado por fatores como: influéncia da flora apicola
existente nessa regido, que ¢ muito rica, por suas colonias estarem com grandes populagdes e
saudaveis, por uma maior necessidade de coleta e, também, por uma maior disponibilidade de

resina das plantas dessa regido (Crane; 1988, Salatino et al, 2005), isolados ou em conjunto.



51

Comparando a producdo de propolis dos trés meses, no apiario de Caucaia,
pode-se dizer que n3o houve diferenga estatistica (p>0,05) com sua maior coleta sendo
efetuada no més de outubro (24,575g) como mostra a Tabela 3.

Em Maranguape, a coleta efetuada no més de setembro apresentou maior peso que
a coleta realizada no més de outubro e este apresentou maior peso que a amostra coletada em
novembro. Apesar disso, estatisticamente ndo houve diferenga entre os pesos avaliados.

Comparando os meses de coleta de propolis efetuadas no apiario localizado em
Limoeiro do Norte, pode-se afirmar que a coleta realizada no més de setembro apresenta uma
diferenga estatistica altamente significativa (P<0,01) das coletas realizadas nos meses de
outubro e novembro. A producdo de prépolis foi bem maior no primeiro més (média de
55,173g), ja no segundo (média de 35,882g) diminuiu bastante e no terceiro (média de
43,524g) ocorreu um aumento.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se dizer que a média mensal da
producdo de propolis do més de setembro diferiu estatisticamente (p<0,05) das outras duas
coletas realizadas, independente do apidrio em que foram coletadas, onde sua producdo foi
bem maior que a dos outros dois meses posteriores. Isso pode ter ocorrido porque nesse
primeiro més todas as colméias dos trés apiarios testados ainda possuiam suas coldnias fortes,
com suas familias populosas, e que tinham a sua disposi¢ao um pasto apicola em abundancia

€ nos meses posteriores essa flora foi diminuindo por falta de chuvas (IPCE; IBGE, 2005).

5.2. Cera

A Tabela 4 apresenta as comparacgoes dos trés meses de coleta e dos trés apiarios

estudados, dos valores médios das percentagens de cera em cada amostra de propolis coletada.

Tabela 4 - Percentagem de cera na propolis coletada em Caucaia, Maranguape e Limoeiro
do Norte nos meses de setembro, outubro e novembro.

Més Apiario
Caucaia Maranguape Limoeiro do Norte
Percentagem de cera (%)’ Média
Setembro 69,736aA 68,570aA 23,255bB 53,854B
Outubro 63,258aA 60,839aA 56,856aA 60,317A%*
Novembro 64,910aA 59,361aA 46,726bA 56,999B
Média 65,968a 62,923a 42,279b**

Mesma letra ndo diferem estatisticamente, sendo as mintisculas nas comparagdes entre os apiarios (colunas) e
as maitsculas nas comparagdes entre os meses (linhas); * p<0,05; ** P<0,01; *CV= 19,808
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O percentual de cera considerado pelo Ministério da Agricultura é de no maximo
25% (Brasil, 2001), o que comparando com os resultados obtidos nesse experimento, pode-se
afirmar que todas as amostras analisadas apresentaram um elevado percentual de cera, e que
estao fora das regulamentacdo vigente pela legislacdo nacional.

Em Caucaia, a percentagem de cera ndo diferiu estatisticamente (p>0,05) em
relacdo ao més de coleta, 0 més em que a propolis apresentou maior percentagem de cera foi o
1° (setembro), o que apresentou menos foi o segundo e no terceiro més teve um leve aumento.
O mesmo ocorreu para as coletas mensais de Maranguape.

Com relagdo a comparagdo da porcentagem de cera existente nas amostras de
propolis entre apidrios, as amostras obtidas de Caucaia e Maranguape nao diferiram com
significancia, onde esse valor foi superior nas amostras coletadas em Limoeiro do Norte. Essa
diferenga estatistica foi altamente significativa (p<0,01). Essa alta porcentagem de cera
apresentada nas amostras de propolis de Caucaia e Maranguape pode ser explicada pelo fato
de que as abelhas necessitam acrescentar uma quantidade maior de cera na formacao dessa
propolis, o que ndo ocorreu nas amostras coletadas em Limoeiro do Norte.

A média para percentagem de cera referente ao més de outubro foi superior
(p<0,05) aos demais sem levar em consideracdo os locais de coleta.

Segundo Negri, Salatino e Salatino (2003) e Woisky e Salatino (1998), os teores
de cera nas propolis variam de 4,5 até¢ 30%. O teor de cera ¢ importante para se saber a
qualidade da propolis, pois uma grande quantidade de cera esta relacionada com pequenas
fragdes das outras classes de substancias que possuem grande importancia biologica.

Utilizando Nafta como solvente, a cera presente na propolis foi extraida e em
seguida foi analisada por CG-MS. Para tanto, a cera obtida foi convertida para seus ésteres
metilicos por transesterificacdo em meio acido. Apos neutralizagdo e evaporagdo, o residuo
obtido foi submetido a acetilagdo com anidrido acético tendo acetato de sodio anidro como
catalisador. Apds decomposicdo do excesso de anidrido e extragdo com cloroférmio e
concentracdo, a cera de propolis modificada foi obtida, os seus esteres graxos foram
convertidos em éteres metilicos e os seus alcoois graxos foram acetilados. O produto obtido
foi entdo analisado pela CG-MS.

Por comparacdo com Negri, Salatino e Salatino (2003), pode-se observar que a
cera obtida tem composi¢do semelhante a cera reportada por esse autor, sendo constituida
principalmente por monoésteres e hidrocarbonetos, e o processo de extracado com nafta foi
bem sucedida. Nao foi possivel realizar varias andlises por CG-MS de todas as amostras,

apenas um cromatograma (Figura 14).
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Figura 14 - GCMS Sample Information de uma cera proveniente de Caucaia.
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5.3. Residuo seco

O residuo seco, também chamado de residuo insoluvel e comumente descrito como
massa mecanica, ¢ a parte mais importante da propolis, pois é nela que estdo contidos os
principios ativos da propolis, podendo até ser chamado de prépolis propriamente dita. E
desejavel que na propolis haja um maior teor de residuo insolivel do que de cera (Marcucci,
1995; Park et al, 2000).

A Tabela 5 apresenta os resultados referentes a percentagem de residuo seco
presente nas amostras de propolis coletadas nos meses de setembro, outubro e novembro nos
apiarios localizados em Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte através de dez colméias
em cada apiario.

De acordo com o Ministério da Agricultura para o percentual de residuo seco
presente na propolis tem que ser no minimo de 35% (Brasil, 2001). Comparando este valor

com os valores obtidos das propolis estudadas nesse experimento, pode-se afirmar que apenas
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a amostra coletada, no més de novembro (52,824%) do apidrio de Limoeiro do Norte,

apresentou valor maior que 35%.

Tabela 5 - Percentagem de residuos insoliiveis na propolis coletada em Caucaia, Maranguape e
Limoeiro do Norte nos meses de setembro, outubro € novembro.

Meés Apiario
Caucaia Maranguape Limoeiro do Norte
Percentagem de residuo (%)> Média
Setembro 26,970aA 27,611aA 32,487aB 29,022B
Outubro 26,159aA 32,719aA 31,202aB 30,027B
Novembro 32,717bA 32,281aB 52,824aA 39,274A%
Média 28,615b 30,870b 38,838a*

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, sendo as minusculas nas comparagdes entre 0s
apiarios (colunas) e as maiusculas nas comparagdes entre os meses (linhas); * p<0,05; ** P<0,01; > CV= 34,370

Para o parametro residuo seco insoluvel proveniente da propolis coletada nesse
experimento, viu-se que houve diferenca significativa (p<0,05) com relacdo aos apiarios em
estudo destacando-se Limoeiro do Norte, que apresentou uma maior percentagem de residuo
seco presente na propolis coletada nessa regido (Tabela 5).

Em relagdo a percentagem de residuo da préopolis de Caucaia, foi apresentado um
maior valor no més de novembro, apesar de ter sido coletado menos propolis.

Depois de observar o peso das prépolis coletadas, os percentuais de cera e de
residuo seco, pode-se dizer que a percentagem de cera e de residuo nao ¢ influenciada pelo
peso da coleta realizada, que mesmo com o peso da coleta sendo menor, o percentual de
residuo pode ser maior em relacdo as outras coletas.

Em estudos de extragdo de propolis por Cunha et al. (2004b), aumentos no
rendimento do processo ndo implicaram variacdo proporcional no teor de componentes do
residuo seco/insoluvel, o que sugere que a quantidade total produzida pode ndo influenciar
diretamente o teor de residuo insoluvel. Além disso, Silva et al. (2006) observaram que além
dos constituintes quimicos da prépria propolis variarem de acordo com o periodo da colheita,
também verificaram que de uma colméia para outra ha diferengas significativas, como o

observado no presente trabalho.

5.4. Teor de Flavonoides

O teor de flavondides totais foi analisado a partir dos residuos secos obtidos

através da extracdo realizada nas amostras de propolis.
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O procedimento empregado para a determinacdo do teor de flavonodides totais
fundamenta-se na capacidade do ion aluminio de estabelecer complexos estaveis com essas
substancias. Essa interacdo promove, durante a leitura espectrofotométrica, um deslocamento
das bandas de absor¢ao para comprimentos de onda mais elevados, acompanhado do aumento
da intensidade da absorbancia (Wollenweber; Jay, 1988). Assim, torna-se possivel estimar o
conteudo de flavonodides da amostra, minimizando a interferéncia de outros compostos
fendlicos, sobretudo dos acidos fendlicos (Marcucci; Woisky; Salatino, 2003).

Além de ser vantajoso poder utilizar em laboratdrios desprovidos de aparelhos
mais sofisticados (Woisky; Salatino, 1998; Chang et al. (2002), Zuanazzi (2001) afirma que o
método de quantificacdo espectrofotométrica de flavondides pela reagdo com cloreto de
aluminio ¢ preciso e reprodutivel, ainda que pouco exato (geralmente fornece valores
inferiores ao real), apresentando desvios muito pequenos ou nulos entre um ensaio e outro, se
realizados com a mesma amostra.

A Tabela 6 contém o teor de flavondides, em percentual, presentes nos residuos

insoluveis das amostras de propolis coletadas em Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte.

Tabela 6 - Teor de flavonoides dos residuos insoliiveis das amostras de propolis coletadas em
dez colméias localizadas em Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte nos meses de
setembro, outubro € novembro.

TEOR DE FLAVONOIDES (%)

CAUCAIA MARANGUAPE LIMOEIRO DO NORTE
A SET OUT NOV| A SET OUT NOV A SET OUT NOV
c1 0,129 0,322 0,105 C€1 0,606 0,346 0314 C1 3,507 2,821 4,288

C2 - 0,010 0,053 C2 0,271 0,328 0,306 C2 2451 0476 4,092
Cc3 0218 0,128 0,194 C3 0,366 0,297 0245 C3 0,853 1,842 2,662
C4 0,245 0,200 - C4 0223 0407 0,40 C4 0,559 6,185 -

C5 0,120 0,084 - cs 0,199 - - Cs 3272 1,200 3,310
Ccé6 0,187 0,217 - Cé 0223 0253 0,198 Cé6 3,114 3964 4,121
C7 0,076 0,136 - C7 0,439 0,396 - C7 2,570 2,152 5,988
c8 0,073 0,190 0261 C8 0255 0,559 0,286 C8 2566 2,100 3,635
Cc9 0,137 0,275 - c9 0,174 0273 0,355 C9 2,208 2,070 5,004
C10 0,263 0,198 - C10 0,173 0,289 - C10 2,700 1,857 2,847

A= amostra; C= colméia; SET= setembro; OUT= outubro; NOV= novembro; - sem amostra.

O valor requerido pelo Ministério da Agricultura para o teor de flavonoides totais
presentes na propolis € de, no minimo, > 0,5% até 1,0 %; de médio teor, entre 1,0 € 2,0 % e de
alto teor, acima de 2,0 % (Brasil, 2001) na amostra. Sabe-se, por exemplo, que propolis de

zonas temperadas, como Europa, podem conter acima de 20% destas substancias (Marcucci;
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Bankova, 1999), entdo nota-se que esta classificacdo ¢ relativa e leva em conta somente a
faixa de teores de flavondides comumente reportados em amostras brasileiras, utilizando-se o
método de reacdo de flavonodides com cloreto de aluminio, indicado pelo Ministério da
Agricultura.

Com isso afirma-se que nas amostras coletadas em Caucaia todas foram abaixo do
valor minimo exigido. Em Maranguape, houve apenas duas amostras(0,61% e 0,56%) que
apresentaram o teor de flavonoides um pouco acima do minimo. Uma dessas amostras foi
coletada no més de outubro (0,56%) e ¢ proveniente de uma colméia (colméia 8) cuja propolis
aparentava ser bastante resinosa. J4 em Limoeiro do Norte, apenas uma amostra apresenta o
valor minimo permitido; trés amostras apresentaram valor médio permitido; e vinte € uma
amostras apresentaram alto teor de flavonoides, de acordo com os parametros do Ministério
da Agricultura (Brasil, 2011).

Como pode-se observar na Tabela 6, as amostras de propolis coletadas no apiario
localizado em Limoeiro do Norte mostraram-se extremamente ricas em flavonodides totais,
que foram verificadas a partir do residuo seco obtido através da extracao realizada.

A partir das analises, pode-se verificar a diferenga em relagdo ao teor de
flavonodides existente nas amostras de propolis coletadas em Caucaia, Maranguape e Limoeiro

do Norte nos meses de setembro, outubro € novembro. Isso é mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentracdo de Flavonoides existente nas amostras de propolis coletada em
Caucaia, Maranguape e Limoeiro do Norte nos meses de setembro, outubro € novembro.

Més Apiario
Caucaia Maranguape Limoeiro do Norte
Teor de flavonéides (ng)* Média
Setembro 0,3213bA 0,5859bA 4,7600aB 1,8891B
Outubro 0,3519bA 0,6995bA 4,9331aB 1,9948B
Novembro  0,3062bA 0,5267bA 7,9880aA 2,9403A%
Média 0,3265b 0,6041b 5,8937a**

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente, sendo as mintisculas nas comparagdes entre os
apiarios (colunas) e as maiusculas nas comparagdes entre os meses (linhas); * p<0,05; ™ P<0,01; * CV=17,928

Segundo a Tabela 7, pode-se dizer que houve diferenga estatistica em relagdo as trés
fisionomias de caatinga, mostrando que a propolis coletada em Limoeiro do Norte ¢
significativamente mais rica em flavonoides com relagdo a Caucaia e Maranguape, onde nao
houve diferenca estatistica entre estas. Isso pode ser explicado pelo fato de a microfauna de

Limoeiro do Norte ser mais rica em relagdo as outras duas regides analisadas, além de possuir
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cerca de 25 espécies meliferas com abundante produgdo de polen (Lima, 1995; Alcoforado
Filho, 1996).

De acordo com o teste de médias realizado, observou-se que o efeito mensal, sem
levar em consideracdo o efeito do apidrio, provocou diferenca significativa (p<0,01), onde o
més de novembro apresentou a maior média para esse parametro estudado.

Nao houve diferenga estatistica quando comparado os trés meses no teor de
flavonoides da propolis coletada em Caucaia e em Maranguape. No apiario de Limoeiro do
Norte, dentre os meses de coleta de propolis, as amostras que apresentaram maior
concentragdo de flavonoides foi o0 més de novembro.

O valor encontrado por outros autores, como Funari e Ferro (2006) e Bonvehi e
Coll (1994) foram de 2,64% e 3%, respectivamente, para amostra de propolis brasileira. Em
comparagao, os valores encontrados para as amostras de Limoeiro do Norte foram superiores.
Com relagdo as outras regides, ndo se descarta a possibilidade que sejam ricas em outros
compostos, visto que Chang et al. (2002) atingiu diferentes teores de flavonoides empregando
tanto o método utilizado no presente trabalho, que retornou resultado em torno de 3%, quanto
o método colorimétrico cujo principio foi a complexacdo de flavondides com
2,4-dinitrofenilidrazina, que mostrou-se especifico para flavanonas, atingindo o valor de
7,12%. Desta forma, sugere-se que dois métodos sejam utilizados complementarmente, e que
o valor de flavondides totais seja calculado como a soma dos dois resultados, j& que cada
método quantifica flavonoides de subclasses distintas.

Lustosa (2007) coletou amostras de propolis vermelha nos meses de fevereiro,
junho e outubro e viu que a amostra coletada no més de outubro apresentou um maior teor de
flavonoides, bem como menor teor de ceras, o que indicaria este més como o mais apropriado
para coleta, especialmente se a propolis for utilizada para fins medicinais, uma vez que sao
atribuidas aos flavondides vérias propriedades farmacolédgicas.

Neste trabalho, a metodologia utilizada em relagdo a essa andlise difere da
metodologia dos demais trabalhos em relagdo ao que material que se ¢ extraido, pois em vez
de se extrair os residuos insoluveis da propolis, resolveu-se extrair a cera existente em cada
amostra. Utilizou-se para isso um solvente, que ¢ extraido do petroleo, conhecido
comercialmente como Nafta. A maioria das extragdes realizadas ¢ feita utilizando como
solvente para extra¢do o etanol, o metanol e o hexano, e mais conhecidos. A Nafta ¢ bem
utilizada na extracdo de cera da carnauba.

A propolis bruta possui na sua composi¢do principalmente ceras, resinas e outros

compostos organicos e inorganicos. De acordo com Warth (1956) para separar os constituintes



58

residuos e cera, a propolis deve ser extraida com cloroférmio e em seguida separada com
alcool absoluto. Varios autores, de fato, utilizam cloroformio (Woisky; Salatino, 1998; Negri;
Salatino; Salatino; 2003) ou éter de petroleo (Galindo, 2007) para remocgao da cera presente
na propolis. Embora esses solventes e mais o etanol sejam os mais empregados, devido a
composi¢ao complexa do propolis e variacdo dos seus principais constituintes em termos da
regido produtora e época do ano (Matsuno, 1997), observou-se que ha também a busca por
solventes diferentes para a sua purificagao.

De acordo com o Warth (1956), a cera de abelha ¢ pouco soluvel em etanol
(0,97g/100g de solvente) soluvel em éter e cloroféormio e possui uma solubilidade de 64,2¢g
em 100g de Nafta, sendo soluvel em Nafta quente. Além disso, a Nafta é um solvente que
além de permitir a remog¢ao da cera presente na propolis, tem a vantagem sobre o cloroformio
devido a sua seletividade na solubilizacdo apenas das ceras nao necessitando, como no caso
da utilizagdo do cloroférmio, de uma purificagdo adicional. Possui, ainda, vantagem sobre o
éter de petrdleo, porque a Nafta possui ponto de ebuligdo mais alto que este. Krell (1996) cita
nafta como uma alternativa de solvente de cera, o que, neste trabalho, provou-se ser bem

sucedida.
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6. CONCLUSOES

A producdo de propolis apresenta potencial variavel, haja vista que Limoeiro do
Norte se sobressaiu em relagdo as outras duas regides estudadas;

Propolis produzida onde hé pouca disponibilidade de resina, seja pela flora local
ou momenténea, apresenta alto teor de cera;

A prépolis coletada no municipio de Limoeiro do Norte apresentou qualidades
que atualmente a tornam mais interessante em termos comerciais em relacdo a propolis
coletada em Caucaia e Maranguape, requerendo com isso estudos mais aprofundados para
melhor caracterizagdo da mesma;

Foi desenvolvido um novo método para extracdo de cera da propolis utilizando

como solvente a Nafta.
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