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Avaliacao e Caracterizacao das Propriedades Antimicrobiana e Antioxidante de

Misturas de Propolis Portugués

Resumo

Prépolis € um produto de consisténcia viscosa e de cor normalmente escura, com um odor
caracteristico que varia entre as amostras. Consiste numa mistura complexa de material resinoso e
balsamico recolhido pelas abelhas (principalmente por Apis melliferaL.) a partir de diversas fontes vegetais
que ¢ depois processado por enzimas salivares e misturado com outras substancias como cera de abelha.
O propolis protege a colmeia devido as suas propriedades mecanicas, mas também devido a sua atividade
biologica. Utilizado na medicina tradicional desde a antiguidade, o propolis possui um grande numero de
atividades biolégicas como antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral e citotéxica que lhe
conferem uma vasta gama de aplicacdes. Todo este potencial bioativo reside numa composicao quimica
muito variavel e complexa, principalmente devida a grande diversidade de fontes vegetais, mas também a
outros fatores como as caracteristicas geograficas e climaticas assim como a variabilidade genética das
abelhas rainha.

Tendo em conta que o propolis € produzido em pequenas quantidades e que, a nivel nacional, é
ainda frequentemente considerado como um subproduto, pretendeu-se com este trabalho procurar
solucdes que possam contribuir para valorizar o prépolis nacional e contornar as limitacdes da sua
escassez. Nesse sentido, optou-se por elaborar misturas a base de propolis proveniente de origens
diferentes (de um apiario no Gerés e de um apiario na Beira Alta) e/ou de alturas de recolha diferentes.
Foram ent&o preparadas 19 misturas a partir de extratos etandlicos de prépolis com origem num ou nos
dois apiarios e recolhidos em anos diferentes. Estas misturas foram caracterizadas quimicamente quanto
ao teor de polifendis totais e ao teor de flavonoides totais, avaliadas quanto ao potencial antioxidante pela
atividade de captura de radicais livres de DPPH, e testadas para a atividade antimicrobiana, pelo método
da diluicdo em agar.

A comparacao dos resultados obtidos nestes parametros, para as misturas de extratos etandlicos
de propolis com os resultados anteriormente registados para os extratos etandlicos de amostras de propolis
individuais, demonstram o elevado potencial das misturas para uso em diversas aplicacdes. De facto, a
caracterizacao quimica mostra que a atividade antioxidante em muitas das misturas € superior, sugerindo
ocorréncia de sinergismo entre compostos. Na atividade antibacteriana, assim como na atividade
antifungica, observam-se por vezes valores de MIC inferiores aos exibidos pelos extratos etanolicos
individuais, contra varias das estirpes testadas, ou a manutencao dos valores de MIC da amostra de prépolis
mais ativa.

Palavras-chave: misturas de propolis, compostos fendlicos, atividade antioxidante, atividade

antimicrobiana.






Evaluation and Characterization of Antimicrobial and Antioxidant Properties of

Portuguese Propolis Mixtures

Abstract

Propolis is a product of viscous consistency and of normally dark color, with a characteristic
odor that varies between the samples. It consists of a complex mixture of resinous and balsamic
material collected by bees (mainly Apis mellifera L.) from various plant sources which is then
processed by salivary enzymes and mixed with other substances such as beeswax. Propolis
protects the hive due to its mechanical properties, but also because of its biological activity. Used
in traditional medicine since antiquity, propolis has many biological activities as antioxidant,
antimicrobial, anti-inflammatory, antitumor and cytotoxic that give it a wide range of applications.
All this bioactive potential lies in a very variable and complex chemical composition, mainly due to
the great diversity of plant sources, but also to other factors such as geographic and climatic
characteristics as well as the genetic variability of queen bees.

Considering that propolis is produced in small quantities and that at national level it is still
often considered as a by-product, it was intended with this work to look for solutions that could
contribute to the valorization of the national propolis and to overcome the limitations of its scarcity.
In this sense, it was decided to prepare mixtures based on propolis from different origins (from an
apiary in Gerés and from an apiary in Beira Alta) and/or from different harvesting times. Nineteen
mixtures were prepared with ethanol extracts of propolis from one or two apiaries and collected in
different years. These mixtures were chemically characterized in terms of total polyphenol and total
flavonoid contents, evaluated for antioxidant potential by DPPH free radical scavenging activity and
tested for antimicrobial activity by the agar dilution method.

The comparison of the results obtained in these parameters for the blends of propolis
ethanol extracts with the results previously recorded for the ethanol extracts of individual propolis
samples demonstrate the high potential of the blends for use in several applications. In fact, the
chemical characterization shows that the antioxidant activity in many of the mixtures is higher,
suggesting synergism between compounds. In what concerns antibacterial activity, as well as
antifungal activity, MIC values are sometimes lower than those exhibited by the individual ethanol
extracts against several of the strains tested, or the maintenance of the MIC values of the most
active propolis sample.

Keywords: propolis mixtures, phenolic compounds, antioxidant activity, antimicrobial
activity.
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HPLC - Cromatografia liquida de alta performance (do inglés High Performance Liquid
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1.1. Historia e caracteristicas do propolis

Na natureza encontramos uma grande diversidade de produtos naturais ja utilizados pelos
animais e com grande potencial para varias utilizacées pelo homem, como na medicina (Silva-
Carvalho etal,, 2014, 2015). Como exemplo podemos mencionar os diversos produtos produzidos
pelas abelhas. As abelhas, que estao dispersas pelo mundo desde ha 42 milhdes de anos, tém um
grande sucesso devido a sua excelente organizacao social, mas também devido as extraordinarias
propriedades dos seus produtos, que estao diretamente relacionados com as propriedades da flora
circundante (Bankova et a/., 2014; Domingos et al., 2017). Todos os produtos da colmeia tém
revelado beneficios para a saude, sendo os do mel os mais reconhecidos; no entanto, os restantes,
como o propolis, a geleia real, o polen, a cera e o veneno da abelha, tém atraido cada vez mais a
atencdo dos investigadores (Siheri et al., 2017).

Propolis, ou “cola das abelhas” como também é designado, é um produto de consisténcia
pegajosa e de cor normalmente escura, embora variavel entre castanho, amarelo, verde e
vermelho e, com um odor caracteristico que pode diferir entre diferentes amostras. Consiste numa
mistura complexa de material resinoso e balsamico recolhido pelas abelhas (principalmente por
Apis mellifera L.) a partir de diversas fontes vegetais, sendo posteriormente processado (Pereira
et al., 2002; Bankova, 2005; Lustosa et a/., 2008; Moreira et al,, 2011b).

As abelhas utilizam as resinas provenientes de lesdes nas plantas para fins idénticos as
funcdes que essas resinas desempenham nas plantas, pois esta resina é produzida de forma a
diminuir a perda de seiva e evitar a infecao da ferida, ou seja, para protecéo. As abelhas recolhem
o material lipofilico de falhas nas cascas das arvores, folhas, ramos e rebentos (Casaca, 2010;
Bankova et a/., 2016b), adicionam-lhe enzimas salivares e provavelmente outras substancias do
metabolismo, que promovem a hidrélise de alguns dos compostos, e ainda cera de abelha e outros
materiais (Fokt ef a/, 2010; Moreira et al, 2011b; Falcao ef a/., 2014). As abelhas obreiras com
mais de 15 dias e com as glandulas produtoras de cera atrofiadas recolhem as resinas com as
mandibulas e as patas e transportam esta secrecao pegajosa nas suas patas traseiras. Ao chegar
a colmeia, outras abelhas retiram-lhe as resinas - um processo demorado devido a sua viscosidade
- processando-as e adicionando-lhes cera. A recolha de resinas para a producao de prépolis

concentra-se no verao e estende-se até ao inicio do outono na maioria dos paises da Europa e
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zonas temperadas (Ghisalberti, 1979; Casaca, 2010; Moreira ef a/,, 2011b; Borba et a/., 2017;
Simone-Finstrom et af., 2017).

A palavra propolis tem origem grega, proveniente de “pro’, em defesa de, e “polis”,
cidade, aludindo ao envolvimento deste produto na defesa da colmeia. O propolis protege a
colmeia devido as suas propriedades mecanicas, mas também devido & sua atividade bioldgica. E
depositado sob a forma de um fino revestimento interno nas células do favo e é também utilizado
para cobrir pequenas fissuras, contribuindo assim para o fortalecimento da colmeia e para manter
a humidade e temperatura. As abelhas também usam o propolis na entrada da colmeia de forma
a impedir a aproximacao de outros organismos estranhos e para uma maior resisténcia as
intempéries. Para além destas funcdes mecanicas, o propolis também desempenha funcdes
biologicas, sendo usado para embalsamar organismos invasores que as abelhas ndo conseguiram
transportar para o exterior, impedindo assim a sua putrefacdo e propagacdo de infecdes e
doencas. O propolis é ainda utilizado nas células de criacdo onde sdo colocados os ovos, sendo a
sua presenca na colmeia responsavel pela existéncia de um ambiente mais asséptico (Ghisalberti,
1979; Salatino et al,, 2005; Casaca, 2010; Borba et a/,, 2017).

A acao antimicrobiana do propolis € uma das suas principais caracteristicas e tem sido
reconhecida desde a antiguidade (Bankova et a/, 2000). O propolis tem sido utilizado como
farmaco e como conservante de alimentos desde os tempos antigos, encontrando-se as primeiras
referéncias da sua utilizacdo na civilizacdo Egipcia em 300 a.C. (Ghisalberti, 1979). Os egipcios
beneficiaram das propriedades de preservacdo do propolis para embalsamar os mortos. Mais
tarde, este produto tornou-se muito popular para os Gregos, sendo referenciado por Aristoteles,
Dioscorides, Plinio e Galeno como benéfico para a saude, essencialmente como antisséptico e
cicatrizante. Os Persas descreveram o prépolis como um produto capaz de atuar contra eczemas,
mialgia e reumatismo, e os Incas empregavam-no como agente antipirético e no tratamento de
doencas infeciosas (Lustosa et a/., 2008; Fokt et al, 2010; Toreti et a/., 2013; Silva-Carvalho et
al, 2015). No final do século XIX, na guerra em Africa do Sul, o propolis foi amplamente utilizado
devido as suas propriedades cicatrizantes e durante a Segunda Guerra Mundial foi introduzido em
varias clinicas soviéticas, tendo sido desenvolvidos mais estudos e alargado o numero das
aplicacoes deste produto natural. Desde essa época que a comunidade cientifica se interessa por
este produto, particularmente pelos seus constituintes e propriedades bioldgicas (Pereira ef al.,
2002; Moreira et al., 2011b; Sforcin e Bankova, 2011). A vasta gama de aplicacdes do prépolis

deve-se a sua composicao quimica, pois apresenta um numero muito variavel e complexo de
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compostos ativos, principalmente devido a grande diversidade de fontes vegetais, mas outros
fatores como as caracteristicas geograficas e climaticas também a influenciam (Falcao ef al,

2014; Feas et al, 2014).






1. Introducao

1.2. Origem botanica e tipos de propolis

Como ja referido, o propolis apresenta uma composi¢cdo quimica muito variavel, o que
dificulta a sua padronizacdo. Essa diversidade esta intimamente ligada a fonte vegetal e a
especificidade da flora local, que varia com o clima e condicdes fitogeograficas. As abelhas
recolhem o material vegetal de diferentes partes das plantas, que irdo também contribuir para a
obtencao de diferentes compostos. A composicdo quimica do propolis € ainda influenciada pela
época em que o material vegetal é recolhido e pela variabilidade genética das abelhas rainhas
(Lustosa et al,, 2008; Falcao et al., 2013b; Bankova et al, 2014, 2016b; Silva-Carvalho ef al,,
2015; Graikou et al., 2016). Koo e Park (1997) demonstraram que a introducdo de abelhas
africanas (Apis mellifera scutellata) no Brasil, em 1956, levou a uma africanizacao das abelhas
presentes neste pais. Esta africanizacdo promoveu alteracdes genéticas nas abelhas europeias
existentes no Brasil, promovendo um sistema de aloenzimas altamente polimoérfico, enquanto a
abelha europeia possuia uma Unica aloenzima. As diferencas genéticas - presenca ou auséncia
deste alelo nas abelhas - levaram a uma composicao de prépolis distinta, pois cada espécie visita
diferentes plantas. Todos estes diferentes fatores contribuem para a variabilidade observada em
prépolis provenientes de diferentes localidades e diferentes anos, como demonstrado por varios
investigadores (Pereira, 2013; Marques, 2015; Oliveira, 2015).

Com base em varios estudos, o propolis tem sido tipificado de acordo com a sua origem
vegetal e 0s seus principais constituintes quimicos. Os diferentes tipos de prépolis referidos por
Bankova et a/. (2016b) (Tabela 1) sao identificados como: Choupo, Verde Brasileiro, Vermelho
Ameérica do Sul, Mediterraneo e Mangifera. No entanto, ha autores que consideram existir dois
tipos de prépolis adicionais, nomeadamente o de tipo Vidoeiro, que é encontrado na Russia, e 0
tipo Clusia, derivado de Clusia spp., e com origem em Cuba e Venezuela (Graikou et a/., 2016).
Estes diferentes tipos de propolis possuem constituintes com diferentes tipos estruturais,
principalmente compostos fenolicos de diferentes classes, estando os principais componentes
caracteristicos de cada tipo apresentados também na Tabela 1.

O propolis do tipo Verde Brasileiro tem em Baccharis dracunculifolia uma das suas fontes
vegetais principais (Tabela 1) e € um dos mais valorizados. No entanto, a sua grande
potencialidade pode também estar relacionada com a africanizacdo das abelhas, que as torna
mais produtivas do que as europeias em relacdo ao propolis (Salatino ef a/, 2005). Na regiao
sudeste do Brasil, o propolis é rico em fenilpropandides prenilados, sendo que os flavonoides aqui
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encontrados sdo distintos dos encontrados no prépolis do tipo Choupo (Falcdo ef a/., 2010). O

propolis Europeu, do tipo Mediterraneo, distingue-se pela elevada concentracao em diterpenoides

e é encontrado em regides como a Grécia ou Argélia (Silva-Carvalho et a/., 2015; Kasiotis ef al.,

2017).

Tabela 1: Tipos de prdpolis e seus componentes quimicos caracteristicos (adaptado de Silva-Carvalho et ai.
(2015), Bankova et al. (2016b) e Graikou et a/. (2016)).

Origem Geografica

Tipo de propolis

Fonte vegetal

Componentes caracteristicos

Europa, Asia Ocidental,
China, Africa do Sul,
América do Norte,

Nova Zelandia

Choupo

Exsudato dos rebentos
de choupos,
principalmente Populus

nigra

Pinocembrina, galangina, crisina,
pinobanksina 3-O-acetato, pentenilo
cafeico, fenetil cafeato (CAPE), acido

cafeico, ferulico e acido isoferulico

Brasil (Sao Paulo, Rio
de Janeiro, Minas

Gerais)

Verde Brasileiro

Exsudatos de folhas de
Baccharis

dracunculifolia

Artepilina C, druparina,
aromadendrina, acidos

cafeoilquinicos

Brasil (parte nordeste),

Vermelho América

Exsudatos de Dalbergia

ecastophyllum e de

Medicarpina, vestitol, 3-O-metil

Cuba, México do Sul outras espécies de vestitol
Dalbergia
Sul da Grécia e ilhas ]
Acidos diterpénicos (cupressico,
gregas, Creta, Sicilia, Resina de Cupressus
Mediterraneo isocupressico, imbricataloico), totarol,
Malta, Costa Adriatica sempervirens
ferruginol
da Crodcia
Indonésia, Oman,
Exsudato de fruta de Cardois, cardandis, acidos
Brasil, Mianmar, Mangifera
Mangifera indica anacardicos, cicloartanos triterpenos
Tailandia
Acacetina, apigenina, ermanina,
Russia Vidoeiro Betula verrucosa ramnocitrina, canferida, o-
acetoxibetulenol
Benzofenona poliisoprenilada,
Cuba e Venezuela Clusia Clusia spp.

propolona A, nemorosona, gutiferona

Nas zonas temperadas, a principal fonte vegetal para a producao de propolis consiste em

espécies de Populus, que apresentam similaridade na sua composicao quimica, essencialmente

na Europa, América do Norte e regides ndo tropicais da Asia (Bankova et al,, 2000, 2009). Miguel
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et al (2013) mostraram que varias amostras da regido do Algarve apresentam diferencas
essencialmente quantitativas nos seus compostos volateis, ou seja, possivelmente as abelhas
coletaram prépolis de fontes botanicas idénticas, existindo os mesmos compostos em extratos
diferentes. O propolis do tipo Choupo, encontrado na Europa e muito diferente dos restantes tipos
de propolis, € composto principalmente por flavonoides, como a pinocembrina, galangina e crisina,
acidos fenolicos e seus ésteres. Apesar de idéntico as amostras europeias, o propolis portugués
também contém outros componentes (Silva-Carvalho et a/, 2015; Falcao et a/, 2013a). Em
Portugal, Falcdo ef a/. (2013a) identificaram dois grupos de propolis diferentes: o propolis de clima
temperado comum, que contém os compostos fenolicos tipicos do Choupo, € um tipo de propolis
raro que contém uma composicdo incomum em quercetina e kaempferol glicosideo, para além de
outros compostos nunca descritos em propolis. Este ultimo tipo indica uma maior diversidade de
fontes vegetais para além de Populus spp. Silva-Carvalho ef a/. (2015) também demonstraram
que o propolis do Pereiro (distrito da Guarda, Beira Alta) tem uma elevada concentracdo de
compostos fendlicos. Para além dos compostos referidos, o prépolis contém também minerais,
vitaminas, alguns acidos gordos e algumas enzimas derivadas das secrecdes das abelhas (Silva-
Carvalho et a/., 2015).

O conhecimento da composicdo quimica do prépolis é essencial para conhecer as suas
bioatividades, no entanto, uma composicdo quimica distinta ndo conduz sempre a diferencas
significativas nas caracteristicas farmacoldgicas e fisico-quimicas. Por exemplo, o propolis Verde
Brasileiro e o propolis da Hungria, do tipo Choupo, apresentam um elevado valor em
sesquiterpenos, sendo que o primeiro apresenta uma maior concentracao de [-cariofileno e o
segundo de [3-eudesmol; no entanto os dois tipos apresentam atividade antibacteriana semelhante.
O propolis do tipo Mediterraneo apresenta maior quantidade de diterpenos que o do tipo Choupo,
mas menor quantidade de polifendis, assim como menor atividade antioxidante, contudo as
propriedades antibacterianas sdo comparaveis nos dois tipos (Bankova et a/., 2014, 2016b). Como
demonstrou Kujumgiev et a/. (1999), prépolis de origens distintas, como Bulgaria, Egipto, Brasil e
ilhas Canarias, que possuem caracteristicas quimicas completamente diferentes, tém, no entanto,

uma grande similaridade nas suas atividades biologicas.
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1.3. Composicao quimica do propolis

Uma vez que o propolis € uma mistura muito complexa, nao € de surpreender que as
primeiras tentativas de determinar a sua composicdo quimica estivessem baseadas no
fracionamento da mistura. Este fracionamento consistia na divisdo da parte soltvel em alcool -
fracao de resina - e na parte insoltvel em alcool - designada fracdo de cera. Durante alguns anos
pouco se fez para descobrir novos compostos, no entanto Popravko ef a/. (1969) aplicaram novas
técnicas para separar e identificar compostos, tendo aumentado o niimero de componentes
conhecidos em propolis (Ghisalberti, 1979). Nos anos 90, ja tinham sido identificados cerca de
156 constituintes (Bankova et a/,, 1994) e o numero continuou a aumentar com a utilizacéo, nos
anos seguintes, de novas técnicas e combinacdes destas para detetar a origem botanica, identificar
e quantificar novos compostos. Alguns dos métodos que tém permitido um maior conhecimento
da composicdo deste produto natural sdo a espectrofotometria (Popova et a/, 2010),
cromatografia em camada fina, cromatografia gasosa — espectrofotometria de massa (GC-MS)
(Cheng et al,, 2013; Kaskoniene ef al., 2014), cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
(Popova et al, 2004) e a cromatografia liquida — espectrofotometria de massa (LC-MS)
(Midorikawa et af., 2001; Falcao et al,, 2013b), entre outros (Funari e Ferro, 2006; Falcao ef al.,
2010; Sawaya et al., 2010; Andelkovi¢ et al., 2016; Bankova et a/., 2016a), e permitiram isolar e
identificar mais de 500 compostos até a data (Santos-Buelga e Gonzalez-Paramas, 2017; Wali ef
al., 2017). A utilizacao de diferentes solventes, como etanol, metanol ou agua, também influencia
a extracao de diferentes compostos. O propolis extraido com alcool (70 — 95 %), que é o solvente
mais usado, resulta num elevado numero de substancias fendlicas e um maior espetro de
atividades, por exemplo, na atividade antimicrobiana (Santos ef a/., 2003; Watanabe et a/,, 2011;
Santos-Buelga e Gonzalez-Paramas, 2017). No entanto, Corréa ef a/. (2016) demonstraram em
propolis verde que, mesmo que a extracao seja realizada com alcool, sdo necessarias pelo menos
duas extracdes sequenciais de forma a ndo haver perda de componentes quimicos importantes
nos residuos.

Apesar da diversidade quimica, a generalidade das amostras de prdpolis partilha uma
similaridade consideravel na sua natureza quimica geral, sendo constituidas por cerca de 50 % de
resinas, 30 % de ceras, 10 % de o6leos essenciais, 5 % de pdlenes e 5 % de outros compostos
organicos (Falcao ef al., 2014; Feas et al., 2014; Araujo e Carvalho, 2015; Silva-Carvalho et a/.,
2015). Varios estudos tém sido realizados para identificar os principios ativos (Bankova, 2009).
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No prépolis europeu, os principais constituintes sdo os flavonoides (flavonas, pinocembrina,
galangina e crisina), enquanto estes flavondides estdao em muito menor quantidade em amostras
de prépolis brasileiro, sendo nestas abundantes outros compostos fenolicos (Pereira et a/., 2002;
Santos-Buelga e Gonzalez-Paramas, 2017). O propolis possui também acidos aromaticos, ésteres,
aldeidos, cetonas, terpendides, esterdides, aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos, acidos
gordos e outros compostos em reduzidas quantidades. Possui ainda elementos inorganicos como
0 cobre, magnésio, ferro, sodio, calcio, aluminio, vanadio e silicio. E, ainda, algumas vitaminas
como B1, B2, B6, C, E e D e algumas enzimas derivadas da secrecdo glandular das abelhas
(Lustosa et al., 2008; Pasupuleti ef al., 2017).

Os compostos volateis (aldeidos, ésteres, alcoois, cetonas) constituem uma das fracoes
mais importantes do propolis, por ser responsavel pelas suas caracteristicas organoléticas, que
influenciam a sua apreciacao pelos consumidores (Cheng et al., 2013; Bankova ef a/., 2014).

Um dos polifenois mais presente nesta mistura e responsavel por grande parte das suas
bioatividades sdo os flavondides (Tikhonov ef al, 1977; Zabaiou et al., 2017). Estes estdo em
grande quantidade nos vegetais, estando em maior quantidade nas sementes, frutos, cascas,
raizes, folhas e flores, participando no crescimento, desenvolvimento e defesa contra agentes
patogénicos. Existe ja um grande numero de flavonoides identificados no propolis, como as
flavonas, quercetina, canferol, entre outros (Dornas et a/., 2009).

Uma vez que o prdpolis € um produto natural, & provavel também a existéncia de
contaminantes do meio ambiente. Como referido por Burdock (1998), a andlise de alguns extratos
demonstrou a auséncia de clorocarbonetos. No entanto, mais recentemente, Gonzalez-Martin et
al. (2017) demonstraram a presenca de varios pesticidas, como o triadimefon, propham,
procymidone, metazachlor, folpet, dicofol, e dichlofluanid, em amostras de prépolis do Chile e

Espanha.

1.3.1. Normalizacdo da composicao quimica do propolis

A normalizacéo do prépolis € muito necessaria, uma vez que a composicao quimica e as
propriedades bioldgicas estdo estritamente relacionadas. E, pois, essencial determinar os
parametros que devem ser assegurados para que o propolis comercial possua uma determinada
atividade farmacologica. A auséncia de uma normalizacdo constitui precisamente o maior

problema para a aplicacao do propolis, como por exemplo, na industria alimentar, como
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conservante de alimentos devido as suas propriedades microbicidas e microstaticas, e/ou na
industria farmacéutica, para o tratamento de diferentes doencas (Pereira et a/., 2002; Feas et al.,
2014, Silva-Carvalho et al., 2015; Graikou et af., 2016).

Sendo dificil e complexa a padronizacdo universal do propolis, torna-se particularmente
importante fazer uma investigacdo detalhada da composicdo de cada amostra de prépolis e da
sua origem botanica, pois a fonte vegetal determina a composicdo do propolis e
consequentemente as suas bioatividades. Falcdo ef a/ (2013a) procuraram padronizar varias
amostras de prépolis de diferentes regides de Portugal, tendo em conta apenas as suas
caracteristicas fisico-quimicas. Nesse trabalho foram avaliados parametros como a agua, contetido
de cinzas e ceras, cor, compostos fenolicos e capacidade antioxidante, na tentativa de relacionar
o produto com a sua origem geografica. As analises realizadas demonstraram a presenca de
diversidade no propolis portugués. No entanto, algumas regides apresentam caracteristicas
semelhantes, o que ndo permite uma padronizacdo baseada apenas na origem geografica,
comprovando a necessidade de conhecer a composicdo quimica e a sua fonte vegetal (Falcao et
al, 2013a).

A utilizacao de amostras quimicamente caracterizadas para ensaios biologicos € essencial
para perceber as suas propriedades e fazer estudos comparativos. Kujumgiev et a/. (1999)
defendem que as propriedades do propolis sdo definidas pela mistura de todos ou alguns dos seus
componentes e nao pelo efeito de compostos isolados. Saliente-se, contudo, que o estudo de
compostos isolados pode levar a descoberta de uma nova atividade, o que também é muito
interessante para a industria farmacéutica, cosmética e alimentar. Com o avanco da ciéncia, estdo
atualmente disponiveis varias ferramentas de protedomica, metabolomica, analise da expressao
génica, entre outros, que podem ajudar no estudo dos mecanismos de acao do propolis ou dos
seus constituintes, sendo mais um instrumento para ajudar na sua padronizacao (Sforcin, 2016).

Embora a padronizacédo do propolis seja muito complexa, poder-se-ao adotar algumas das
abordagens utilizadas na padronizacao de outros produtos, inclusivamente da colmeia, como é o
caso do mel padronizado. Beretta ef a/ (2005) procuraram estabelecer um conjunto de
informacdes para a normalizacao das propriedades antioxidantes do mel. Primeiro, investigaram
a capacidade antioxidante de méis comerciais com diferentes origens floral e geografica, usando
um grande numero de testes espetrofotométricos. De seguida, procederam a comparacao dos
diferentes dados obtidos e obtiveram diferentes grupos de mel com base no poder antioxidante, e

possivelmente também na sua composicao quimica. Este trabalho revelou que, através de testes
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antioxidantes, analises comparativas e avaliacdo quimiométrica, se pode obter uma base de
informacéao rigorosa para a caracterizacao da atividade antioxidante do mel. O mesmo tipo de
padronizacao tem sido tentado ao nivel da atividade antibacteriana do mel, por forma a catalogar
diferentes meéis em funcéo de tal propriedade. Medihoney™ ¢ uma linha de produtos & base de
mel de manuka (Lepfospermum scoparium) de grau médico para o tratamento de feridas e
queimaduras (Acton, 2008). Este mel é avaliado de acordo com um sistema de classificacao
designado “Uniqgue Manuka Factor’ (UMF), que é usado para categorizar o potencial
antibacteriano, quantificando compostos como o metilglioxal e a dihidroxiacetona, e usando uma
escala de 0 a 20 para classificar a sua eficiéncia. Para além deste sistema de classificacao existem
outros que quantificam outro tipo de compostos, os niveis de pH, os niveis de antioxidantes e
compostos fendlicos (Mavric et al, 2008; Wallace ef a/, 2010). O Medihoney™ foi usado em
diversos ensaios clinicos, comparando-se com tratamentos convencionais de forma a avaliar a
atividade antibacteriana e também o tempo de cura das feridas, tendo-se obtido étimos resultados.
George e Cutting (2007) demonstraram /n vifro as suas propriedades sobre diferentes
microrganismos, concluindo que seria necessario apenas 4 % de Medihoney™ para inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus e estirpes multirresistentes, 6-8 % para Enterococcus
faecalis e Escherichia coli e 12-14 % para Pseudomonas aeruginosa, mostrando assim a
importancia da padronizacao, que permite saber as quantidades necessarias do produto para cada
efeito. Estes estudos indicam que ha beneficios clinicos na utilizacdo de mel no tratamento de
varias feridas (Robson et a/., 2009).

Segundo Bankova (2005) é quase impossivel fazer uma padronizacado quimica universal
do propolis, devido a diversidade dos seus compostos, mas podera fazer-se uma padronizacao dos
diferentes tipos de propolis de acordo com a sua origem botanica e o perfil quimico. Ainda assim,
a aceitacao na pratica clinica requer uma padronizacao quimica que garanta a sua qualidade,
seguranca e eficacia; enquanto tal se ndo verificar, a sua utilizacdo em produtos farmacéuticos

sera limitada (Bankova et a/, 2000, 2005).
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1.4. Atividades bioldgicas do propolis

Nos ultimos 50 anos, este produto foi sujeito a numerosos estudos que foram
demonstrando diversas propriedades biolégicas e farmacolégicas, como as atividades
antibacteriana, antifungica, antiviral, antioxidante, citotoxica, anti-inflamatéria, imunomoduladora,
hepatoprotetora e anticancerigena (Silva et al., 2012; Falcdo et al, 2013b, 2014; Bankova et a/.,
2014; Feas et al., 2014; Graikou et al,, 2016) .

Os extratos de prdpolis das regides tropicais exibem uma maior variedade de atividades
biologicas do que os extratos das regides temperadas, atribuida a uma maior diversidade vegetal e
a maior diversidade de compostos quimicos; no entanto, a diversidade de atividades
farmacoldgicas pode também ser devida a sinergismos entre os diversos constituintes (Menezes,
2005).

Para além das aplicacdes farmacéuticas, o prépolis tem também sido estudado como um
agente inibidor da corrosao, que ¢ um grave problema para a industria e a construcéo civil (Morais
et al., 2017; Varvara et al, 2017). Varvara et al. (2017) relataram a acao inibidora do prépolis
sobre a corrosao de bronze numa solucao de pH 5. O estudo foi realizado variando a concentracao
de propolis e do tempo de imersao no eletrdlito corrosivo. O propolis revelou 6timas propriedades
anticorrosivas no bronze, com uma eficiéncia inibidora de 98,9 % apos 12 h de exposicdo. Neste
estudo, foi ainda inferido que esta propriedade estara relacionada com a adsorcao dos compostos
fendlicos presentes no propolis, que formam uma camada superficial compacta e homogénea na

superficie metalica.

1.4.1. Atividade antioxidante

Estimulos enddgenos, como o metabolismo celular, e estimulos exdégenos, como a
radiacao ultravioleta, toxinas e farmacos, originam espécies reativas de oxigénio (ROS), bem como
espécies reativas de azoto (RNS). Quando expostas a espécies reativas, biomoléculas como
proteinas, lipidos e acidos nucleicos, sofrem modificacdes oxidativas que, consequentemente,
afetam a célula, podendo provocar a sua morte. Estas espécies quimicas sao muito reativas e
instaveis; porém, podem ser aprisionadas ou neutralizadas por substancias antioxidantes (Silva-

Carvalho et al, 2015; Mouhoubi-Tafinine et al, 2016).
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O stresse oxidativo ¢ consequéncia de um desequilibrio entre pro-oxidantes e defesas
antioxidantes no organismo. O mecanismo pelo qual os radicais livres interferem nas funcdes
celulares ainda nao é bem compreendido, no entanto, um dos processos parece estar relacionado
com a formacado de hidroperoxidos lipidicos (Mitra e Uddin, 2014). Muitas doencas estao
relacionadas com a ocorréncia de stresse oxidativo, tais como as doencas neurodegenerativas,
psiquiatricas, cardiovasculares, doencas renais, cancro, diabetes, aterosclerose, e ainda processos
como o envelhecimento precoce e inflamacao (Menezes, 2005; Dornas et al., 2009; Silva-Carvalho
et al., 2015; Mouhoubi-Tafinine et a/., 2016). Lapidot ef a/. (2002) verificaram que as células-
pancreaticas sao sensiveis ao stresse oxidativo. Isto pode contribuir para 0 mau funcionamento
caracteristico destas células, diminuindo, ou mesmo interrompendo, a producao e secrecao da
insulina no pancreas, levando a diabetes. Varios investigadores (Jabir, 2017; Pristiwanto ef a/.,
2017; Samadi et al., 2017) comprovaram a eficacia do propolis contra a diabetes, nomeadamente
como antioxidante, diminuindo os disturbios metabolicos, diminuindo a expressao dos recetores
TLR3 e TLR4, responsaveis pela imunidade inata, e ainda uma melhoria dos niveis de glucose no
sangue.

O cérebro também é suscetivel a danos oxidativos, em especial no sistema nervoso
central, pois tem uma elevada utilizacao de oxigénio e uma elevada quantidade de lipidos nao
saturados, que sao especialmente sensiveis a peroxidacao lipidica induzida por radicais livres, para
além de ter poucos mecanismos de defesa antioxidante. A principal fonte de energia deste 6rgao
¢ 0 metabolismo oxidativo da acéo respiratdria mitocondrial, o que torna o anido superoxido e o
peroxido de hidrogénio os principais indutores do stresse oxidativo. A acumulacdao de danos
oxidativos no cérebro pode ser responsavel pelo aparecimento tardio e pela lenta progressao das
doencas neurodegenerativas (Dornas ef a/., 2009; Heo e Lee, 2004). Heo e Lee (2004) provaram
que a quercetina exerceu um efeito protetor maior do que a vitamina C em células neuronais na
condicao de stresse induzido por oxidacdo. A quercetina levou a uma diminuicdo mais significativa
nos danos da membrana da célula neuronal, revelando assim um papel muito importante na
protecdo destas células contra a neurotoxicidade induzida por stresse oxidativo, tal como na
doenca de Alzheimer. Mohamed ef a/. (2016), Desamero et a/. (2017) e Nanaware et a/. (2017)
sao alguns dos autores que comprovaram, em ratos, o efeito protetor do propolis sobre o cérebro,
como a protecao de hematotoxicidade e danos neurologicos induzidos por temperatura ambiente
muito elevada, neuroproteccdo em relacdo aos danos provocados pelo AVC isquémico e, ainda,

melhoria da memoéria e a protecdo antioxidante do sistema nervoso central. Li ef a/ (2012)
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descreveram também a capacidade dos 6leos essenciais de prépolis para reduzir a ansiedade,
atuando sobre o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal e melhorando a atividade antioxidante,
sugerindo a possibilidade de usar o prépolis como antidepressivo, tal como referido por Lee et al.
(2013).

As plantas medicinais, frutas e legumes sdo amplamente conhecidos por terem poder
antioxidante e, uma vez que os produtos da colmeia sao originados a partir de plantas, é normal
que também tenham tal propriedade. Os compostos fendlicos sdo um dos principais grupos
conhecidos por atuarem como antioxidantes (Mouhoubi-Tafinine et a/, 2016). Varios estudos tém
sido realizados, comprovando uma correlacao entre o elevado contetudo de compostos fendlicos e
a atividade antioxidante, sendo as amostras de prépolis com maior contetido de flavonoides totais
as que apresentam um maior poder antioxidante (Moreira ef a/., 2008; Miguel et a/., 2010; Fabris
et al, 2013; Mouhoubi-Tafinine et a/,, 2016). As amostras de propolis de Portugal também tém
mostrado atividade antioxidante, como demonstrado por Marques (2015) em amostras de propolis
do Pereiro e por Freitas (2015) em propolis do Gerés. Miguel et a/. (2010) verificaram que 0s
fendis, flavonas e flavonois tém um maior contributo na atividade antioxidante do que flavanonas
e dihidroflavonais.

Uma outra aplicacao do propolis € na industria alimentar. As reacbes de oxidacao
encurtam a vida util dos alimentos, provocando odores, sabores e alteracdes de cor além de que
altera o seu valor nutricional (Moreira et a/., 2011a). A titulo de exemplo, e como comprovado por
Natsir et a/. (2017), o propolis tem potencial como conservante natural de carne.

A atividade antioxidante tem sido das mais estudadas em prépolis, no entanto, ainda nao
existem estudos que indiquem a dosagem segura deste produto natural a ser utilizada em seres

humanos (Silva-Carvalho et a/,, 2015).

1.4.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do propolis, uma das suas bioatividades mais estudadas, esta
comprovada contra diferentes bactérias, leveduras, virus e parasitas. /n witro, o propolis atua
diretamente sobre os microrganismos, mas /7 vivo pode estimular o sistema imunoldgico a ativar
0S mecanismos responsaveis pela morte microbiana (Sforcin e Bankova, 2011).

As atividades antibacteriana e antifungica devem-se essencialmente a presenca da

flavonona pinocembrina, ao flavonol galangina e ao éster fenil-etilico do acido cafeico (CAPE) ou
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ao sinergismo entre estes ou outros compostos (Bosio ef a/, 2000; Uzel et a/., 2005). Estas
substancias atuam provavelmente inibindo a RNA-polimerase das bactérias e destruindo a
membrana citoplasmatica, levando a perda dos ides potassio e consequentemente a autolise
(Takaisi-Kikuni e Schilcher, 1994; Lustosa et a/, 2008; Moreira et al, 2011a). Galangina e
pinocembrina, quando isoladas do propolis, demonstraram atividade bacteriostatica contra
Bacillus subtilis, B. alveie Proteus vulgaris (Ghisalberti, 1979). Este efeito ja foi demonstrado em
varios trabalhos, sendo que diferentes extratos de propolis comprovaram inibir o crescimento de
diversas bactérias como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,
Actinomyces naeslundii, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e leveduras como Candida
albicans e Saccharomyces cerevisiae (Kujumgiev et al, 1999; Vargas et al,, 2004; Castro et al.,
2011; Popova et al., 2013; Araujo e Carvalho, 2015). Varios estudos tém comprovado uma maior
atividade de propolis contra bactérias Gram-positivas e mais limitada para Gram-negativas (Silva
etal, 2012; Marques, 2015; Gomes et a/., 2016). Até ao momento, ainda ndo se sabe o porqué
desta menor atividade do propolis sobre as bactérias Gram-negativas, no entanto, pensa-se que
esteja relacionado com a estrutura da parede celular, que é mais complexa nas bactérias Gram-
negativas. A parede celular deste grupo de bactérias tem na sua constituicao lipopolissacarideos,
responsaveis pela antigenicidade, toxicidade e patogenicidade, e possui ainda um teor lipidico mais
elevado do que as bactérias Gram-positivas (Vargas ef al,, 2004; Lustosa et a/,, 2008). Hashimoto
et al. (1998) reportaram a inibicdo do crescimento da bactéria Gram-negativa Helicobacter pylori
por uma amostra de propolis brasileiro sugerindo assim que a ingestao de propolis pode ter alguma
acao na inibicao de ulceras gastricas, dada a relacao da bactéria com esta patologia.

Em relacdo a atividade antifungica também tém sido realizados alguns estudos, como o
de Berretta ef a/. (2013), que estudaram a formacdo de um gel mucoadesivo com prépolis para
combater a candidiase vulvovaginal. Este estudo demonstrou uma atividade antifungica muito
idéntica ao creme clotrimazole, utilizado para este efeito. Tobaldini-Valerio ef a/. (2016) também
demonstraram que o prépolis € um forte agente antiflngico, ndo apenas para Candida albicans,
mas também para C. fropicalise C. parapsilosss.

Devido as propriedades bactericidas e fungicidas, Pereira ef a/. (2016) estudaram a
aplicacao de propolis em culturas de feijoeiro, cafeeiro, pepineiro e tomateiro, onde se apurou
uma reducao significativa de varios agentes fitopatogénicos e, ainda, efeitos sobre a populacao de

acaros e reducao dos sintomas de stresse hidrico nas culturas.
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Varios trabalhos tém demonstrado também uma atividade sinérgica do propolis quando
associado a antibidticos e esta associacao com farmacos comercialmente disponiveis é de grande
interesse, principalmente como alternativa terapéutica para a resisténcia microbiana (Lustosa ef
al., 2008; Sforcin e Bankova, 2011). Num estudo com a bactéria Salmonella typhi, Orsi et al.
(2006) mostraram o efeito antibacteriano de uma amostra de prépolis do Brasil e uma da Bulgaria,
esta ultima mais eficiente, mas quando testados juntamente com antibidticos que atuam na parede
celular, ambos mostraram um efeito sinérgico semelhante. Scazzocchio et a/. (2006) constataram
que a associacao de extrato etanodlico de propolis a alguns antibidticos como ampicilina,
gentamicina e estreptomicina, aumentou o efeito antimicrobiano contra estirpes Gram-positivas.
Este efeito foi também reportado por Guzman e Cruz (2017) para a bactéria Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). Estes resultados sdo de grande interesse por permitirem
perspetivar diminuir as doses clinicas de antibioticos e, por consequéncia, os seus efeitos
colaterais. Todavia, tem sido dificil obter para os produtos naturais a eficiéncia exibida pelas drogas

convencionais (Silva-Carvalho et a/., 2015; Sforcin, 2016).

1.4.3. Atividade anti-inflamatoria

A inflamacéo ocorre normalmente em resposta a uma agressao ao organismo - neste
processo ocorre a ativacao de uma cascata de sinais quimicos que permite a correcao do tecido
lesado. A inflamacao tem duas fases: aguda e crénica. Na fase aguda ocorre a ativacao das células
do sistema imunitario libertando fatores de crescimento, citocinas e espécies ROS/RNS no local
da lesao. Quando a inflamacao aguda nao tem sucesso no tratamento da lesdo surge a inflamacao
crénica. Esta é critica na patogénese de muitas doencas como a aterosclerose, cancro, asma e
alzheimer (Ramos e Miranda, 2007; Silva-Carvalho ef a/., 2015).

Varios estudos tém associado o propolis com a atividade anti-inflamatoria (Mirzoeva e
Calder, 1996; Hu ef al,, 2005; Chirumbolo, 2010) que por sua vez parece estar relacionada com
a presenca de flavonoides, essencialmente a galangina, inibindo a cicloxigenase (COX) e a
lipoxigenase (LOX), que sao enzimas essenciais para que ocorra o processo de inflamacéo. Tem
também sido descrito que o CAPE exibe atividade anti-inflamatoria, pois inibe a libertacao do acido
araquidonico da membrana celular inibindo as enzimas COX-1 e COX-2 (Banskota ef a/., 2001;
Borrelli ef a/., 2002; Ramos e Miranda, 2007; Lustosa et a/., 2008). Valenzuela-Barra et a/. (2015)

reportaram a atividade anti-inflamatoria em extratos de prépolis do Chile, embora com algumas
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diferencas, causadas pela variacao dos compostos fenolicos entre as amostras. Machado ef a/.
(2016) utilizaram uma mistura de acido usnico e prdpolis para tratar a acne, sendo que aqui o
propolis foi utilizado pela sua acéo cicatrizante, secante e anti-inflamatoria e o acido usnico pelas
atividades antimicrobiana, antiviral, antiproliferativa, antitumoral, anti-inflamatoéria. Este tratamento
da acne foi particularmente eficaz. Paralelamente, foi igualmente demonstrado que o propolis ¢
eficaz como antimicrobiano contra Propionibacterium acnes que liberta enzimas que contribuem

para a destruicdo da parede folicular e estimula a resposta inflamatoria (Luz e Fraga, 2017).

1.4.4. Atividade antitumoral e citotoxica

0 genoma dos organismos vivos esta sujeito a danos provocados por agentes externos ou
processos enddgenos, podendo levar a ocorréncia de mutacdes. No entanto, os agentes
antigenotoxicos e antimutagénicos podem contrariar estes efeitos, existindo por isso uma grande
procura para identificar estes compostos (Roberto ef a/,, 2016).

O propolis é capaz de bloquear vias de sinalizacdo oncogénicas especificas, como [3-
catenina, NF-kB e algum intermediario da via PI3K/AKT, promovendo uma diminuicdo da
proliferacdo e crescimento celular. Pode também atuar por inducdo da apoptose, diminuicao da
populacdo de células estaminais do cancro, assim como exercer efeitos antiangiogénicos e
promover alteracdes no metabolismo glicolitico das células cancerosas (Valenca et al., 2013; Silva-
Carvalho et al., 2014, Elbaz et al, 2016; Frozza et al., 2017). Por exemplo, Varanda ef a/. (1999)
demonstraram o efeito antimutagénico de um extrato etandlico de propolis sobre Salmonellia
typhimurium, estando este efeito relacionado com a presenca de compostos com atividade
antioxidante. Bielec ef a/. (2015) descreveram a atividade antiproliferativa de um extrato etanolico
de propolis da Poldnia. Este extrato inibiu a proliferacdo celular, bem como reduziu o tamanho das
células no melanoma maligno humano (Me45) e numa linha tumoral de cancro colorretal (HCT
116).

O CAPE apresenta uma acao antitumoral potente sendo um bom candidato para o efeito
quimiopreventivo, ja a artepilina C parece ser eficaz a combater as células tumorais (Banskota et
al., 2001). Liao et a/. (2003) estudaram o efeito de CAPE isolado de prépolis na angiogénese, na
invasao tumoral e em metastases pulmonares, verificando que pode afetar processos metastaticos
de células tumorais por desequilibrio redox sem toxicidade significativa no tecido normal. Utilizando

um extrato etanolico de prépolis chinés, Chang et a/. (2017) comprovaram também a importancia
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de CAPE na acdo antitumoral, pois promove, no microambiente inflamatdrio, a ativacdo da
apoptose, autofagia e ainda a inibicao da via de sinalizacdo do recetor do tipo Toll 4 (TLR4). Este
recetor, quando sobreativado, pode causar disfuncdo na resposta imune. Kimoto ef a/ (1998)
demonstraram o efeito citotoxico e inibicdo do crescimento de células de tumores malignos,
constatando que a artepilina C extraida de um extrato de propolis brasileiro ativa o sistema
imunologico e também possui atividade antitumoral direta.

Nestes ultimos anos tém sido realizados muitos ensaios que comprovam a atividade
antitumoral e citotoxica do propolis em varios tipos de cancros, como no cancro colorretal (Valenca
et al, 2013), em que a citotoxicidade do propolis afeta o metabolismo glicolitico das células
tumorais, cancro no figado (Elbaz et a/,, 2016; Seydi et al., 2016), neuroblastoma (Kim e Yoo,
2016) e cancro na laringe (Frozza et al,, 2017). Sdo ainda necessarios varios estudos nesta area,
sendo essencial comparar a acao do propolis com as drogas antitumorais, ou mesmo em

associacdo com estas (Sforcin e Bankova, 2011).
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1.5. Efeito toxico e alergénico

Em contraste com os beneficios do propolis, este também tem algumas desvantagens,
como o efeito toxico e alergénico (Banskota ef a/, 2001). No entanto, varios estudos tém
demonstrado que é necessario ingerir uma grande quantidade de prdpolis, com valores de DL, de
cerca de 2 a 7,3 g/Kg em ratos para se tornar tdxico, concluindo-se assim que é pouco toxico
(Burdock, 1998). Como mencionado anteriormente o propolis consiste numa mistura que integra
material vegetal, mas por vezes as abelhas recolhem algumas substancias perigosas, como asfalto
em construcdes rodoviarias, podendo causar efeitos alergénicos e/ou téxicos (Banskota et a/.,
2001). Em consonancia, tém sido detetados alguns episddios de alergia e de dermatites de
contacto, como o caso descrito por Lamoureux et a/. (2017), que ocorreu devido ao uso tépico de
uma esséncia de propolis para uma picada de inseto, sendo que esta situacao se trata de um tipo
de alergia atipica e rara. O extrato de prépolis possui acdo antialérgica, no entanto, em elevadas
concentracdes, o propolis ativa os mastocitos, levando a libertacao de histamina que promove o
processo de inflamacao (Sforcin, 2007). O propolis geralmente induz eczema de contacto
“classico” e uma vez que as suas aplicacoes tém vindo a aumentar, a incidéncia de alergia
também parece estar a aumentar, como descrito na literatura: 1,2 - 6,6 % das pessoas testadas

reagiram ao propolis (Walgrave et a/, 2005; Lamoureux ef al., 2017).
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1.6. Objetivos

O prépolis ¢ um produto com uma vasta gama de aplicacdes, no entanto a sua producéo
¢ muito limitada, sendo que uma colmeia europeia pode produzir cerca de 50 a 150 g de prdpolis
por ano (Casaca, 2010). Em Portugal, onde a apicultura tem alguma expressdo, com um valor de
cerca de 50 milhdes de euros, segundo a Federacdo Nacional dos Apicultores de Portugal, o
propolis ainda é pouco valorizado; para além da baixa producédo, a sua recolha ¢ uma tarefa
complexa e de pouco sucesso, e a sua utilizacao nao € direta pois o propolis ndo pode ser usado
em bruto, acabando por ser considerado um subproduto da colmeia (Pardal et afl, 2014).
Regularmente comercializado a valores inferiores a 50 euros por quilograma, mas pode atingir
cerca de 150 euros por quilograma noutros paises (Dias ef a/., 2012).

Tendo em conta a baixa produtividade do propolis e que, em Portugal, ainda é geralmente
considerado um produto subvalorizado, pretendeu-se com este trabalho procurar solucdes que
permitam valorizar o propolis nacional e contornar as limitacbes da sua escassez. Nessa
perspetiva, tentou-se elaborar algumas misturas com extratos etandlicos de propolis de origens
diferentes e/ou colhidas em anos diferentes. Este é um tipo de abordagem inovadora, mas que
permitiria, por um lado, aproveitar e valorizar este produto natural e, por outro lado, contribuir
eventualmente para uma maior uniformizacao ao nivel da sua composicdo. Num estudo prévio,
Oliveira (2015) fez ensaios com algumas misturas de propolis e algumas das bioatividades
avaliadas foram potenciadas. Este trabalho de caracter exploratorio demonstrou que a
incorporacao de propolis em misturas, mesmo partindo de amostras com atividades diferentes,
nunca se traduziu em perda de bioatividades, indicando que estas misturas poderao revelar-se
uma boa possibilidade de rentabilizacdo deste produto. Para além das misturas poderem
aproveitar diferentes amostras, ha a possibilidade de alguns extratos de prépolis/compostos
potenciarem outros extratos/compostos, melhorando as bioatividades da mistura assim como sera
possivel contribuir desta forma para uma maior uniformizacdo da composicao quimica, diluindo
diferencas existentes entre amostras individuais.

Pretendeu-se assim preparar misturas de extratos de propolis provenientes de localizacbes
geograficas distintas e/ou recolhidas em anos diferentes, que apresentam perfis diferentes nas
suas atividades biologicas. Usaram-se extratos etanolicos de propolis proveniente das duas regides
- Pereiro e Gerés - e recolhido em diferentes anos. As misturas de extratos foram preparadas
usando extratos da mesma localidade, mas de anos diferentes, com o objetivo de averiguar a
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possibilidade de rentabilizar este produto por um apicultor, e extratos provenientes de diferentes
regides, esta abordagem com vista a valorizar e tentar homogeneizar certos extratos.

As misturas foram de seguida caracterizadas quanto aos seus perfis quimicos e avaliadas
em relacao as suas bioatividades, nomeadamente a atividade antioxidante e antimicrobiana, sendo
0s resultados comparados com os obtidos para os extratos etanolicos de prépolis individuais,
recolhidas num so6 ano. Desta forma se pretende averiguar se tais misturas podem ser exploradas
em diversas aplicacbes, se apresentam ou nao vantagens relativamente aos extratos individuais e
se ao incorporar propolis de regides distintas e/ou recolhas diferentes se podera contribuir para
de certa forma contornar a questdo da escassez deste produto natural, dando maior valorizacao
aos recursos nacionais. Uma vez que o propolis ainda é pouco conhecido em Portugal, este
trabalho tem também como objetivo mostrar as suas diversas potencialidades, contribuindo para

a sua valorizacao.
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2.1. Amostras de propolis

As diferentes amostras de propolis utilizadas neste trabalho foram recolhidas em Portugal,
ao longo de um periodo de cinco anos, entre 2011 e 2015, em apiarios de duas localidades
distintas. Um dos apiarios situa-se no distrito da Guarda, mais especificamente no concelho de
Pinhel, freguesia do Pereiro (40°44°57.135" N; 7°0'59.403" 0), o outro apiario localiza-se no
Gerés, junto ao rio Cavado, entre as freguesias de Paradela e Sirvozelo, em Montalegre
(41°45'41.62" N; 7°58'03.34"" W). Amostras de propolis foram coletadas de cada um dos apiarios
anualmente, normalmente em agosto e/ou setembro, e foram identificadas com as letras
mailsculas P e G de acordo com a sua proveniéncia (Pereiro e Gerés respetivamente) seguidas
de dois algarismos correspondentes ao ano da colheita, por exemplo Gl1 e P15 que
correspondem ao propolis proveniente do Gerés e colhido em 2011 e ao prépolis recolhido em

2015 no Pereiro, respetivamente.

2.1.1. Extracao etandlica do propolis

As amostras foram extraidas com diferentes solventes, em diferentes trabalhos, ainda que
todas fossem usadas para preparar extratos etandlicos (EE), os unicos usados no presente estudo.
De um modo geral, o processo de extracao etandlica foi realizado da seguinte forma: a cerca de
15 g de prépolis foram adicionados 100 ml de etanol absoluto (Sigma-Aldrich) incubando-se no
escuro, a temperatura ambiente e num agitador orbital (Orbital shaker, Bibby Stuart SO1), a 110
rotacoes por minuto (rpm) durante 24 h. Esta solucao foi de seguida filtrada usando um funil de
Buchner e um Kitasato associado a uma bomba de vacuo (600 milibar). O filtrado foi reservado e
0s residuos resultantes foram sujeitos a mais duas extracdes com etanol absoluto, seguindo o
procedimento descrito. Os filtrados de prépolis reservados foram misturados e submetidos a
evaporacao do solvente recorrendo a um Rotavapor (Biichi Rotavapor RE 121), conectado a um
banho (Biichi 461 Water Bath) a uma temperatura de 38 - 40 °C e a uma rotacdo de 47 rpm,
dando origem aos diferentes extratos etanolicos de propolis, que foram conservados a 4 °C, no
escuro, até uso posterior. Os extratos etandlicos usados no presente trabalho — G.EEs e P.EEs -

encontram-se na tabela que se segue.
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Tabela 2: Extratos etandlicos de prépolis do Gerés e do Pereiro usados neste trabalho e preparados por
diferentes investigadores a partir de amostras de prépolis recolhidas entre 2011 a 2015.

G.EEs P.EEs
G11.EE Pereira (2013) P11.EE Alves A. (ndo publicado)
G12.EE Pereira (2013) P12.EE Pereira (2013)
G13.EE Aratjo (2014) P13.EE Alves A. (ndo publicado)
G14.EE Freitas (2015) P14.EE Marques (2015)
G15.EE Goncalves (2017) P15.EE Moreira (2017)

2.1.2. Preparacao de misturas de extratos etanolicos de propolis

As misturas de extratos etandlicos de propolis foram preparadas tendo em conta as
bioatividades dos extratos de amostras individuais de prdépolis, nomeadamente as atividades
antioxidante, antibacteriana e antifungica de G.EEs e P.EEs. Assim, numa primeira fase deste
trabalho, procedeu-se a recolha da informacao relativa as trés bioatividades referidas para os varios
extratos etandlicos usados (Tabela 2), seguindo-se a sua analise e classificacdo em trés categorias
designadas como: 0 “mais ativo”, o “menos ativo” e os “intermédios” (os restantes) no conjunto
dos P.EEs (Anexo |, Tabelas I.1, 1.2, 1.3, 1.4 e |.5) e dos G.EEs (Anexo Il, Tabelas II.1, 11.2, 11.3, 11.4
e I1.5) usados. Com base nesta classificacao, foram preparadas misturas contendo exclusivamente
P.EEs ou G.EEs obedecendo aos seguintes critérios: (i) mistura do EE mais ativo com o EE menos
ativo, (i) mistura de um EE intermédio com o EE menos ativo, (iii) mistura de um EE intermédio
com o EE mais ativo, (iv) mistura de EEs intermédios e (v) mistura de todos os cinco EEs de
prépolis de cada regiao.

Relativamente ao prdpolis do Pereiro, e tendo em consideracao as trés categorias de
classificacdo para as trés atividades biologicas e os critérios subjacentes a elaboracdo das
misturas, preparou-se um total de 13 misturas (Tabela 3). No entanto, algumas misturas repetem-
se, por terem na sua formulacdo os mesmos extratos, desta forma correspondendo a um total de

9 misturas diferentes.
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Tabela 3: Constituicao das misturas de P.EEs com base nos critérios indicados na primeira coluna e tendo
em conta a classificacao de cada P.EE relativamente as atividades antioxidante, antifungica e antibacteriana
(Anexo |, Tabelas I.1, 1.2, 1.3, 1.4 e |.5).

Critérios usados na Atividade Atividade Atividade
mistura de EE Antioxidante Antifingica* Antibacteriana*
Mais ativo + Menos ativo P15.EE+P14.EE P11.EE+P12.EE P14.EE+P11.EE
Intermédio + Menos ativo P13.EE+P14.EE P13.EE+P12.EE P13.EE+P11.EE
Intermédio + Mais ativo P13.EE+P15.EE P13.EE+P11.EE P13.EE+P14.EE
Mistura de intermédios P11.EE+P12.EE+P13.EE P13.EE+P14.EE P13.EE+P12.EE

Mistura de todos os
P11.EE+P12.EE+P13.EE+P14.EE+P15.EE
extratos

*Nota: Dada a auséncia de resultados sobre as propriedades antimicrobiana do P15.EE a data de formulacdo das
misturas, este extrato so foi considerado na analise da atividade antioxidante.

No que diz respeito ao propolis do Gerés, os critérios subjacentes a preparacao das
misturas foram a atividade antioxidante e antimicrobiana, uma vez que néo se verifica diferencas
no valor de MIC para G11.EE, G12.EE, G13.EE e G14.EE, contra qualquer estirpe de bactéria e
leveduras, que promoveu a formacdo de 9 misturas (Tabela 4). Como duas das misturas possuem
a mesma composicao, foram consideradas apenas 8 misturas com extratos provenientes do
Gerés.

Foram elaboradas mais duas misturas, neste caso juntando prépolis proveniente de
apiarios diferentes. Usou-se para esse efeito G.EEs e P.EEs (Tabela 5), e tendo igualmente em
consideracdo os extratos mais e menos ativos quanto a atividade antioxidante (Anexos | e I,

Tabelas I.1, 1.2, 1.3 e Il.1, 1.2, II.3 respetivamente).
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Tabela 4: Constituicdo das misturas G.EEs com base nos critérios indicados na primeira coluna e tendo
em conta a classificacdo de cada G.EE relativamente a atividade antioxidante e antimicrobiana (Anexo Il
Tabelas II.1, 1.2, 11.3, 11.4 e 11.5).

Critérios usados na mistura Atividade Atividade
de EE Antioxidante Antimicrobiana
Mais ativo + Menos ativo G15.EE+G13.EE G15.EE+G14.EE
Intermédio + Menos ativo G11.EE+G13.EE G11.EE+G14.EE
Intermédio + Mais ativo G11.EE+G15.EE G11.EE+G15.EE
Mistura de intermédios G11.EE+G12.EE+G14.EE G11.EE+G12.EE+G13.EE
Mistura de todos os extratos G11.EE+G12.EE+G13.EE+G14.EE+G15.EE

Tabela 5: Misturas de extratos etanodlicos de propolis provenientes de localidades distintas, Pereiro e
Gerés, tendo em consideracao a atividade antioxidante.

Critérios subjacentes a mistura Misturas
Menos ativo (Pereiro) + Mais ativo (Gerés) P14.EE+G15.EE
Mais ativo (Pereiro) + Menos ativo (Gerés) P15.EE+G14.EE

As misturas serdo representadas genericamente pela letra m. Quando preparadas com
amostras de um soO apiario, mas recolhidas em anos distintos, a letra m segue-se a letra
identificadora do apiario (G ou P) e um paréntesis contendo no interior os EEs utilizados para fazer
a mistura. Assim por exemplo mPei .05, Fepresenta a mistura dos cinco extratos etanolicos de
propolis do Pereiro recolhido nos anos de 2011 a 2015.

Quando preparadas com amostras dos dois apiarios, a letra m é seguida de um paréntesis

que inclui no seu interior o G.EE e o P.EE usados para fazer essa mistura. Assim por exemplo
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Mee1ace- 61560 FEPresentara a mistura do extrato etandlico de propolis do Pereiro recolhido em 2014

e do extratos etanolico de prépolis do Géres recolhido em 2015.

Todas as misturas foram preparadas a partir de extratos etandlicos a uma concentracao
de 10 mg/ ml. As misturas foram feitas tendo em conta uma proporcionalidade dos seus
componentes, ou seja, para uma mistura de dois extratos e 1 ml de volume final foram adicionados
0,5 ml de cada extrato. Para as misturas de 3 e 5 extratos seguiu-se 0 mesmo critério, dividindo
o volume total da mistura pelo nimero de extratos nela presentes por forma a calcular o volume

a adicionar dos extratos.

2.2. Determinacao do teor de polifendis totais

0 teor de polifendis totais foi determinado usando uma adaptacdo do método colorimétrico
Folin-Ciocalteu (Singleton ef a/, 1999; Kumazawa et a/.,, 2004). O extrato etandlico de prépolis (50
ul), preparado numa gama de concentracdes de 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 pg/ml, foi
adicionado a 50 ul do reagente Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich) a 10 % (p/v) e a 40 pl de uma
solucéo de carbonato de sodio (Na,COs) (Acros Organics) a 7,5 % (p/v). Para cada concentracao
foi realizado um branco, onde se adicionou apenas o extrato e perfez-se o restante volume com
etanol, e foi feito também um controlo, contendo apenas os reagentes. A absorvancia foi medida
a 760 nm, num espectrofotémetro (SpectraMax Plus) apos uma hora de incubacao a temperatura
ambiente no escuro.

Os resultados sé@o apresentados em miligramas de equivalentes de acido galico (EAG) por
grama de propolis (mg EAG/ g extrato), tendo para o efeito sido efetuada uma curva de calibracao
com acido galico (Sigma-Aldrich) no intervalo de concentracdes de 5 a 50 ug/ml. Todos os ensaios
foram realizados em triplicado. Salvo indicacdo em contrario, o ensaio foi realizado pelo menos
trés vezes.

Os resultados obtidos para as misturas de extratos etanolicos de propolis foram
posteriormente comparados com os valores previamente registados para cada um dos P.EEs

(Anexo |, Tabela I.1) e G.EEs (Anexo Il, Tabela II.1).
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2.3. Determinacao do teor de flavonoides

A quantidade de flavonoides nos extratos foi determinada tendo por base o método de
Woisky e Salatino (1998) que se baseia na formacdo de um complexo flavonoéide-aluminio (Coelho,
2013).

0 ensaio foi realizado utilizando uma mistura de 50 ul de extrato etandlico de propolis
(numa gama de concentracdes de 100, 250, 500, 750, 1000, 1200 e 1400 pg/ml) e 50 ul de
solucdo etanolica de cloreto de aluminio (AICI;) (Acros Organics) a 2 % (p/v). Foi realizado um
controlo, contendo apenas os reagentes e perfazendo-se o volume com etanol, e ainda um branco
para cada concentracdo em que somente se colocou o extrato. A solucéo obtida foi incubada uma
hora a temperatura ambiente no escuro e, de seguida, a absorvancia da mistura foi medida a 420
nm em um leitor de microplacas (SpectraMax Plus).

0 conteudo total de flavonoides foi calculado usando a quercetina (Acros Organics) como
composto padréo, tendo sido utilizada num intervalo de concentracdes entre 5 a 200 pg/ ml para
a obtencdo da sua curva de calibracdo. Os resultados foram expressos em miligramas de
equivalentes de quercetina (EQ) por grama de propolis (mg EQ/ g extrato), sendo que todos os
ensaios foram realizados pelo menos trés vezes e em ftriplicado.

Os valores de flavonoides obtidos para as misturas de extratos etanolicos de propolis foram
depois comparados com os valores anteriormente registados para cada um dos P.EEs (Anexo |,

Tabela I.2) e G.EEs (Anexo Il, Tabela 11.2).

2.4. Atividade de captura de radicais livres DPPH

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) ¢ um radical livre estavel, uma vez que a posicao do
eletrao desemparelhado sobre a molécula como um todo faz com que as moléculas nao
dimerizem, ao contrario da maioria dos outros radicais livres. A sua conformacao também ¢é
responsavel pela sua coloracao roxa, caracterizada por uma banda de forte absorcéo em solucao
de etanol a cerca de 517 nm (Blois, 1958; Molyneux, 2004; Mitra e Uddin, 2014). Este método

baseia-se na reducao das moléculas de DPPH quando estao na presenca de antioxidantes dadores
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de hidrogénio, esta ligacdo promove a alteracao da cor roxa para amarela. A mudanca de cor é
medida por espectrometria, permitindo a monitorizacao visual da reacao (Mitra e Uddin, 2014).

A atividade de captura de radicais livres de DPPH foi determinada dissolvendo as misturas
em etanol absoluto para obter as concentracdes de 1 a 50 ug/ ml e o DPPH (Sigma-Aldrich) foi
preparado a 0,004 % (p/v) em etanol. Numa placa de 96 pocos foram adicionados 100 ul de
DPPH para 50 uyl da amostra de prépolis, sendo depois incubada a temperatura ambiente no
escuro durante 20 minutos. Como referido anteriormente, a absorvancia da reacéo foi medida a
517 nm. A percentagem de reducdo para as diferentes concentracdes foi calculada usando a
seguinte equacao:

AControlo - AAmostra

% Reducao = ( > x 100

AControlo

em que a A € a absorvancia do extrato com o DPPH e A...... € a absorvancia do controlo, com
DPPH e etanol. Para cada mistura foram realizados pelo menos trés ensaios independentes com
trés réplicas. A partir destes valores foi calculado o ICs, (ug/ml), que define a concentracdo de
substrato que causa 50 % de perda da atividade de DPPH, ou seja, é a concentracao de extrato
necessaria para reduzir 50 % do radical livre. Como padréo foi utilizado o acido galico.

Os valores de ICs, das misturas de extratos etandlicos de prépolis foram posteriormente
comparados com os valores previamente registados para cada um dos P.EEs (Anexo |, Tabela .3)

e G.EEs (Anexo Il, Tabela I1.3).

2.5. Avaliacao do potencial antimicrobiano das misturas de prépolis

A atividade antimicrobiana das diferentes misturas de propolis foi avaliada utilizando uma
adaptacao do meétodo de diluicdo em agar, sendo as misturas incorporadas em varias

concentracoes, a fim de determinar os valores das concentracées minimas inibitorias (MIC).
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2.5.1. Microrganismos e condicoes de cultura

Para este estudo foram utilizados microrganismos indicadores de suscetibilidade e de

interesse cientifico, nomeadamente, 6 bactérias Gram-positivas, 1 bactéria Gram-negativa e 2

leveduras (Tabela 6).

Tabela 6: Painel de microrganismos utilizados nos ensaios para avaliacao da atividade antimicrobiana.

Espécies

Referéncia

Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Bacillus megaterium

Propionibacterium acnes

Bactérias Gram-
ositivas

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (MRSA)

1
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= Escherichia coli

‘.3 [})
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o
m . .
e Candlida albicans
=)
-] ..
o Saccharomyces cerevisiae
o
-

48886

ATCC 7064

Desconhecido

H60803 (2961351)

ATCC 6538

M746665 MRSA - Resistente a meticilina

CECT 423

53B
BY4741/Y00000

No decorrer deste trabalho, as bactérias foram cultivadas em meio LB (Difco TM),

constituido por extrato de levedura 0.5 % (p/v), triptona 1 % (p/v), cloreto de sodio 1 % (p/v) e, as

leveduras em meio YPD (Difco TM) que é composto por extrato de levedura 1 % (p/v), peptona 1

% (p/v) e glucose 2 % (p/v). Na preparacao dos meios soélidos foi adicionado agar 2 % (p/V),

designando-se 0s meios por LBA e YPDA, respetivamente.

As bactérias foram cultivadas em meio LBA durante 24 horas a 37 °C e as leveduras

durante 48 horas a 30 °C, sendo depois mantidas a 4 °C.
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Os inoculos das bactérias e leveduras foram preparados, respetivamente, em meio LB a
37 °C e 200 rpm e em meio YPD a 30 °C e 200 rpm, durante a noite. Apos diluicdo em meio
fresco para uma D.O.«,= 0.1 (densidade dtica a 600 nm), as culturas foram novamente incubadas

até uma D.O., = 0.4 — 0.6, de forma a alcancar a fase exponencial.

2.5.2. Avaliacao do potencial antimicrobiano

Para estudar o efeito das misturas de extratos etanodlicos de prépolis nos diferentes
microrganismos, estas foram incorporadas no meio LBA e YPDA, em concentracdes que variaram
de 25, 50, 100, 200, 500, 750, 1000, 1500 e 2000 ug/ml, dependendo da mistura e da estirpe
em analise. Apos esterilizacdo do meio, cada uma das misturas de extratos etandlicos estudada
foi adicionada, tendo em conta as concentracdes desejadas, e o meio foi de imediato vertido em
placas de Petri.

A partir das culturas microbianas preparadas como descrito na seccao anterior (D.0O.s0=
0,4 - 0,6) transferiram-se diretamente 5 ul de cada cultura microbiana, em triplicado, para placas
contendo meio e as misturas de propolis nas concentracdes apropriados. As placas foram
incubadas 24 h a 37 °C no caso das bactérias e 48 h a 30 °C tratando-se de leveduras. Os valores
de MIC foram obtidos para os diferentes microrganismos nas varias misturas e concentracoes de
prépolis por observacao de presenca/ auséncia de crescimento. Nas condicOes testadas, o valor
de MIC foi considerado a menor concentracao de cada mistura para a qual ndo se verificou
crescimento. Para cada estirpe, os ensaios foram realizados na auséncia de propolis e ainda na
presenca do solvente das misturas, o etanol, num volume equivalente ao volume maximo de
mistura usado.

Os valores de MIC obtidos para as misturas de extratos etanolicos de préopolis foram
posteriormente comparados com os valores previamente registados para cada um dos P.EEs

(Anexo |, Tabelas I.4 e 1.5) e G.EEs (Anexo Il, Tabelas 1.4 e 11.5).

2.6. Analise estatistica

Todos os ensaios para determinacdo dos teores de polifendis e flavonoides, assim como o

ensaio de captura de radicais livres de DPPH foram analisados e os resultados apresentados na
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forma de média+desvio padrao, a partir de um numero variavel de ensaios, sempre igual ou
superior a trés (n = 3).

Para a realizacdo da analise estatistica dos resultados foi utilizado o programa GraphPad Prism
5. As diferencas entre os resultados foram avaliadas usando a analise de variancia (ANOVA) para
comparar mais do que duas médias, e o teste Tukey para comparar todas as médias entre si. Foi
ainda usada a analise t-test quando comparadas apenas duas médias. Quando os valores destes
testes apresentam um valor de P<0,05, indica que os resultados obtidos para as diferentes
misturas de propolis apresentam diferencas estatisticamente significativas. Esta analise foi
expressa através de um sistema de notacdo alfabética, sendo que duas misturas com a mesma

letra ndo serdo significativamente diferentes.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Preparacao de misturas de extratos etanolicos

O prépolis € um produto natural relativamente escasso, mas ainda assim pode nao ser
esgotado nas aplicacdes a que se destina, ou ser retirado (algum) das colmeias mas nao ser
explorado na totalidade, restando sobras deste recurso apicola. Trabalhos do nosso grupo de
investigacdo com varias amostras de propolis tém mostrado que o propolis mantém
aparentemente o seu perfil bioativo, quer em extratos preparados anteriormente e conservados
durante periodos de tempo relativamente alargados, quer em extratos preparados de fresco a
partir de amostras conservadas ao longo de anos, independentemente da proveniéncia das
amostras (Freitas, 2015; Oliveira, 2015; Aratjo, 2017). Neste contexto, surgiu a ideia de realizar
misturas com propolis recolhido em diferentes anos, ou mais precisamente misturas dos seus
extratos, visando um total aproveitamento deste recurso natural, na perspetiva de aproveitar todos
0s recursos do apicultor.

Considerando ainda a diversidade de composicao quimica do propolis, dependente da sua
proveniéncia, e que, apesar do nosso pais ser relativamente pequeno, ha apicultores que tém
apiarios em diferentes localidades, pensou-se que a mistura de prépolis de regides diferentes
podera representar também uma solucdo para nao so valorizar e rentabilizar este produto natural
como também, eventualmente, contribuir para uma certa homogeneizacao do mesmo, esbatendo
algumas diferencas encontradas nas amostras individuais e indo ao encontro de uma tdo almejada
padronizacao, que neste caso poderia dizer respeito a um propolis nacional, o prépolis portugués.

Os objetivos elencados poderao ser conseguidos se as misturas mantiverem ou revelarem
melhoria no seu perfil ou espetro de bioatividades. Para fazer a referidas misturas escolheu-se
trabalhar com extratos etanolicos, dado ser reconhecido que este solvente € o que promove uma
extracdo com maiores quantidades de compostos fendlicos, sendo que quanto maior a
percentagem de etanol maior é a quantidade de flavondides extraidos (Silva ef a/,, 2012; Santos-
Buelga e Gonzalez-Paramas, 2017).0s EEs escolhidos para este trabalho (Tabela 2) sdo bastante
distintos (Freitas, 2015; Marques, 2015), provindo o prépolis de localidades e apicultores
diferentes. Os modos de producdo e recolha sdo também diferentes para as duas amostras:
enquanto um dos apicultores promove a producao de propolis através da colocacao de grades e
procede a sua recolha com os devidos cuidados, outro apicultor nao tem qualquer intervencao na
producao de prépolis e procede a sua recolha por raspagem, aquando da limpeza das colmeias,

havendo residuos de outras substancias da colmeia. Estes fatores promovem perfis bioativos
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distintos, tornando-se interessante a sua utilizacéo para averiguar se ocorre sinergismo ou perda
de bioatividades quando se misturam tais EE.

Para a realizacdo das misturas com os extratos etandlicos de propolis proveniente do
apiario do Pereiro e colhido entre os anos de 2011 a 2015, a selecéo dos extratos a usar teve em
conta varios parametros, nomeadamente a atividade antioxidante, antifiingica e antibacteriana dos
extratos das amostras individuais. Assim, procedeu-se a compilacdo e analise dos dados de
trabalhos anteriores com os P.EEs, sistematizando toda a informacéo relativa aos parametros
escolhidos. Em relacdo ao potencial antioxidante, analisaram-se os dados relativos aos teores de
polifendis totais e de flavondides totais e ainda a capacidade de capturar radicais livres DPPH
(Sousa, 2015; Barroso, 2017; Moreira, 2017; C. Araljo, comunicacdo pessoal, 2017) (Anexo |,
Tabelas I.1, 1.2 e I.3). Através da analise destes dados constatou-se que P15.EE é o que apresenta
uma atividade antioxidante mais forte e P14.EE uma atividade mais fraca. Relativamente a
atividade antifungica, e tendo em conta a analise dos valores de MIC obtidos em trabalhos
anteriores contra varias espécies de Candida e Saccharomyces cerevisiae, entre outras leveduras
(Marques, 2015; Oliveira, 2015; Moreira, 2017), P11.EE e P12.EE sao os extratos mais e menos
ativo, respetivamente (Anexo |, Tabela 1.5). Na atividade antibacteriana foram tidos em conta os
MIC contra diversas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, entre outras), averiguando-se ser
P14.EE o mais ativo e P11.EE 0 menos ativo (Anexo |, Tabela 1.4).

Na Tabela 7 sdo apresentados as diferentes misturas formadas com os P.EEs.

Tabela 7: Misturas preparadas com os P.EEs de diferentes anos tendo por base os extratos mais e menos

ativos, assim como os de atividade intermédia, e obedecendo aos critérios previamente definidos para a
formacéo das misturas ((ver ponto 2.1.2 Material e Métodos).

MP 1 e 1260
MP1ger13.66)
MP 11 ge14.66)
MP 12 ee13.8)
MP 13 ee+14.£6)
MP 13 ee15.68)
MP 14 ee415.£6)
MP 11 ge- 1368)
MP11 g6 15.68)
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Em relacdo aos extratos originarias do apiario do Gerés e colhidos entre os anos de 2011
a 2015 foram tidos em conta dois parametros, nomeadamente a atividade antioxidante e
antimicrobiana. No potencial antioxidante foram tidos em conta os dados de trabalhos anteriores
sobre a quantificacdo total dos polifenois e a atividade de sequestro dos radicais livres (Freitas,
2015; Sousa, 2015; Goncalves, 2017; C. Araujo, comunicacao pessoal, 2017), constatando-se
ser G15.EE o mais bioativo e G13.EE 0 menos bioativo (Anexo Il, Tabelas 1.1, 11.2 e 11.3). J& na
atividade antibacteriana e antifungica, todos os G.EEs apresentaram exatamente o mesmo valor
de MIC contra os diferentes microrganismos (Freitas, 2015), a excecao de G15.EE com valores de
MIC mais baixos contra alguns dos microrganismos (Goncalves, 2017). Nao havendo um extrato
que se destaque pela negativa neste contexto, G14.EE foi considerado o menos bioativo e G15.EE
0 mais bioativo (Anexo Il, Tabelas 1.4 e 11.5).

Na Tabela 8 sdo apresentadas as diferentes misturas formadas com os G.EEs.

Tabela 8: Misturas preparadas com os G.EEs de diferentes anos tendo por base os extratos mais e menos
ativos, assim como os de atividade intermédia, e obedecendo aos critérios previamente definidos para a
formacdo das misturas (ver ponto 2.1.2 Material e Métodos).

* MGy ee1368)
* MGy ee1a68)
* MGy ee1568)
* MG13 gev15.66)
* MG14 £e+15.66)
* MGy e 13.60)
MG11 ge+12.EE14.E)
* MGy ge. 15.66)

Nas misturas com extratos etandlicos de propolis originario do apiario do Pereiro e propolis
do apiario do Gerés, foram selecionados os P.EEs e G.EEs mais e menos ativos relativamente ao
potencial antioxidante. Verificou-se assim que P15.EE e P14.EE sdo os extratos mais e menos
bioativos (Anexo |, Tabelas I.1, 1.2 e 1.3), respetivamente, no que diz respeito ao propolis
proveniente do apiario do Pereiro. Os G.EEs com maior e menor potencial antioxidante sao

respetivamente G15.EE e G13.EE (Anexo II, Tabelas 1.1, II.2 e I1.3). As misturas foram preparadas
43



3. Resultados e Discussao

a partir de EEs individuais juntando o extrato etanélico mais forte de um apiario com o mais fraco

do apiario da outra localidade, culminando nas duas misturas: Mesec.cisen € Mepregecises-

44



3. Resultados e Discussao

3.2. Misturas com extratos etandlicos de propolis com a mesma

origem

3.2.1. Caracterizacao quimica

O propolis é uma substancia resinosa constituida por uma mistura de material vegetal, o
que lhe confere uma composicdo quimica diversificada. Esta variedade de compostos ¢é
responsavel pelas suas atividades bioldgicas, nomeadamente a presenca de uma vasta gama de
flavonodides, compostos fendlicos, acidos aromaticos e terpenos, por sua vez associados a um
grande numero de beneficios para a saude (Zhang et al., 2015; Afrouzan et al, 2018). Os
compostos fenolicos possuem diversas atividades bioldgicas, em que se destaca a atividade
antioxidante, responsavel pela remocao de radicais livres, inibicao da peroxidacao e quelacao de
metais de transicao, sendo por isso bem conhecidos por retardar o progresso de muitas doencas
crénicas (Mitra e Uddin, 2014). A determinacado dos teores de polifenois e de flavonoides é
importante em varios produtos alimentares e farmacéuticos, de forma a avaliar a sua qualidade e
potencialidade. O método Folin-Ciocalteau e a coloracdo com AICI;, para determinar o conteudo
total de polifenois e de flavondides, respetivamente, sdo metodologias simples usadas atualmente
(Kumazawa et al., 2004; Calegari et al,, 2017; Santos et al., 2017h).

0 conteudo de polifenois totais foi determinado em todas as misturas usando acido galico
como padrao. Os flavondides, um dos maiores constituintes dos polifendis, foram determinados
por um método colorimétrico que se baseia na formacdao de um complexo flavonoide-aluminio,
usando quercetina como padrao. Como se pode verificar nas Figuras 1 e 2, ha misturas de P.EEs
que se destacam. Nas varias misturas os valores de polifenois variam entre 115,8 a 150,8 mg
EAG/ g extrato (Apéndice A, Tabela Al) e os valores de flavondides entre 65,2 a 101,6 mg EQ/ g
extrato (Apéndice A, Tabela A2).
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Figura 1: Teor de polifendis totais das nove misturas de P.EEs expressos em mg de equivalentes de acido
galico por g de extrato (mg EAG/ g extrato) (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam
letras diferentes).

As misturas MPeyeeeen € MPengrise SA0 @S amostras com menor quantidade de polifenais,
sendo estes teores significativamente diferentes dos apresentados pelas amostras mPeisecipisen,
MPeucerse € MPee.msen, qUE possuem teores superiores. Estas ultimas trés misturas contém
P15.EE, o extrato que apresenta o valor mais elevado de polifendis (151,5 + 6,9 mg EAG/ g
extrato). Os valores de polifendis apresentados neste trabalho encontram-se entre os reportados
na literatura, uma vez que estes variam de 31,2 e 299,0 mg EAG/ g extrato para prépolis da
Tailandia e China, respetivamente (Kumazawa ef a/,, 2004). Alves e Kubota (2013) indicam valores
entre 70,60 + 0,24 e 389,03 + 0,48 mg EAG/ g extrato para extratos etanolicos de prépolis de
Santa Maria, uma outra amostra de extrato etanolico do Brasil apresenta valores de 120,0 + 3,5
mg EAG/ g extrato (Choi ef al, 2006). Moreira et al. (2008) reporta valores de 151,0 + 0,01 mg
EAG/ g extrato para um extrato de prépolis portugués recolhido na zona do Fundao, sendo este
valor muito idéntico aos apresentados pelas misturas de P.EEs.

Na tabela 9 indicam-se os teores de polifenois totais obtidos para 3 das misturas de P.EEs
que ilustram resultados de tipos diferentes. Para facilidade de analise, incluem-se na tabela os
teores de cada P.EE constituinte da mistura, também apresentados em Anexo | (Tabela 1.1).
P14.EE é o extrato que apresenta uma menor quantidade de polifenois (98,0 mg EAG/ g extrato)
mas, quando misturado com P15.EE (151,5 mg EAG/ g extrato), verifica-se que a mistura
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MPeuesses Parece manter o valor mais elevado, ou seja, um valor de polifendis proximo de 150
mg EAG/ g extrato, que é estatisticamente diferente do valor de P14.EE. Em misturas de duas
amostras com quantidades diferentes de um constituinte, esperar-se-ia registar uma média desse
componente. No entanto, como este método avalia a atividade redutora dos polifendis e nao os
quantifica, pode haver a ocorréncia de sinergismo. Também na mistura MmPpysee.eise S€ Verifica um
aumento significativo na quantidade de polifenodis relativamente ao extrato P14.EE. Em mPee.
wsen, qUE contém todas os extratos do Pereiro de 2011 a 2015, é mantido o valor de P15.EE,
sendo este significativamente diferente do valor apresentado pelos extratos P12.EE, P13.EE e
P14.EE (Tabela 9). Nas restantes misturas (Apéndice A, Tabela Al) observam-se tendéncias

semelhantes as descritas no que diz respeito aos teores de polifendis totais.

Tabela 9: Teores de polifendis totais, expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de extrato

(mg EAG/ g extrato), de trés das misturas de P.EEs. (Para facilidade de analise, incluem-se na tabela os teores de cada
P.EE constituinte da mistura (Moreira, 2017; C. Araljo, comunicacao pessoal, 2017).)

Amostras mg EAG/ g extrato
P13.EE 113,3+8,1
P14.EE 98,0+2,1

134,0 + 12,1

MP 13 esp14.65)

P14.EE 98,0+2,1
P15.EE 151,5+6,9
MP 14 ge+p15.66) 146,9 £ 4,1
P11.EE 126,6 £ 12,1
P12.EE 1096 +2,4
P13.EE 113,3+8,1
P14.EE 98,0+2,1
P15.EE 151,5+6,9

150,8 + 13,1

MP 11k P15k

No teor de flavonoides totais a maioria das amostras sdo homogéneas,
independentemente do teor de polifendis, sendo que apenas as trés misturas mais ativas
(MPeisepises, MPeuerisen € MPeiee.riser) S revelaram significativamente diferentes e apresentaram
um maior teor de flavonodides (Figura 2). Estas trés misturas apresentam valores de flavondides
semelhantes a amostra de propolis do Uzbequistédo (94,2 + 6,8 mg EQ/ g extrato), sendo que as
restantes misturas tém valores superiores aos descritos para a amostra de propolis de Africa do

Sul (50,8 + 0,8 mg EQ/ g extrato)(Kumazawa et al., 2004).
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Figura 2: Teor de flavonéides das misturas dos P.EEs, expressos em mg de equivalentes de quercetina
por g de extrato (mg EQ/ g extrato) (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam letras
diferentes).

A amostra mPpy ee.ei0e POSSUi um teor de flavonoides superior aos das amostras individuais
(Tabela 10), assim como se verifica para as restantes misturas que nao possuem P15.EE e que
apresentam valores proximos a 70 mg EQ/ g extrato (Apéndice A, Tabela A2). No entanto, quando
as misturas possuem P15.EE (101,8 mg EQ/ g extrato), os valores de flavondides sao muito mais
elevados, como € 0 caso de MPpuge.rser, €M que P14.EE possui apenas 44,7 mg EQ/ g extrato,
mas a mistura apresenta um valor de 99,9 mg EQ/ g extrato. Na tabela 10 indicam-se ainda os
teores de flavondides totais obtidos para uma outra mistura que ilustra outro tipo de resultado
diferente: a mistura com os extratos de 2011 a 2015 exibe um teor superior e estatisticamente
diferente do valor da maioria dos teores de cada P.EE, aparentemente devido a presenca de
P15.EE. Uma vez que este método avalia a formacao de um complexo flavondide-aluminio e ndo
quantifica diretamente as moléculas de polifendis, os resultados parecem sugerir a ocorréncia de
sinergismos ja que os teores obtidos sdo normalmente superiores a um valor médio esperado num
método de quantificacao.

A legislacao para os extratos de propolis, publicada no Brasil, exige que os extratos
etanolicos de propolis devem conter pelo menos 0,25 % de flavonoides e 0,50 % de polifendis em
relacao ao peso seco (Brazilian Ministry of Agriculture, 2000). As amostras analisadas demonstram
elevadas quantidades de flavondides, enquadrando-se nos valores descritos na literatura

(Kumazawa et al., 2004; Alves e Kubota, 2013), assim como cumpre os valores minimos da
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legislacdo publicada no Brasil. O prépolis desta regido possui compostos distintos do propolis
europeu, devendo por isso ter também uma legislacao distinta, no entanto ainda nao existe uma

legislacao europeia/nacional nesta matéria.

Tabela 10: Teores de flavondides de trés das misturas com P.EEs, expressos em mg de equivalentes de

quercetina por g de extrato (mg EQ/ g extrato). (Para facilidade de analise, incluem-se na tabela os teores de cada P.EE
constituinte da mistura (Moreira, 2017; C. Araujo, comunicacao pessoal, 2017).)

Amostras mg EQ/ g extrato
P11.EE 58,3+1,5
P14.EE 44,7 +12,0

MPe11ee+p1akE) 71,0%0,7
P14.EE 447 +12,0
P15.EE 101,8 + 4,2

MPp14 Ee+p15.6E) 99,9+£3,0
P11.EE 58,3+1,5
P12.EE 47,2 +6,3
P13.EE 54,5 +7,0
P14.EE 447 +12,0
P15.EE 101,8 + 4,2

MPp11 e - p15.£E) 82,3+2,2

As misturas com extratos etanolicos de propolis do Gerés dos anos de 2011 a 2015
exibem diferencas significativas relativamente ao teor de polifendis totais (Figura 3) e flavonoides
(Figura 4), sendo que estas Ultimas sdo menos acentuadas. Os valores de polifendis variam de
120,0 a 162,7 mg EAG/ g extrato (Apéndice B, Tabela B1). Mesmo sendo de localidades distintas,
0 que normalmente promove uma composicdo quimica diferente, as misturas com extratos de
propolis do Gerés apresentam valores semelhantes as misturas com propolis do Pereiro,
relativamente ao teor de polifendis totais. A sua quantidade ¢ idéntica ao propolis da Poldnia, com
150,8 mg EAG/ g extrato (Czarny ef al., 2017) e geopropolis produzido por Meljpona orbignyi,
com 121 mg EAG/ g extrato (Santos et a/., 2017b).
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Figura 3: Teor de polifendis totais das oito misturas de G.EEs, expressos em mg de acido galico por g de
extrato (mg EAG/ g extrato) (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam letras diferentes).

Em algumas das misturas com G.EEs verificou-se um aumento do conteudo de polifenois
relativamente ao extrato com maior teor, como na MG, e.c10en COM UM valor de 162,7 mg EAG/ g
extrato, superior aos valores de G11.EE (113,4 mg EAG/ g extrato) e G14.EE (92,2 mg EAG/ g
extrato; Tabela 11). Na tabela 11 apresenta-se uma mistura em que pelo contrario se observa uma
ligeira diminuicdo do teor de polifendis totais relativamente ao extrato com um maior valor:
misturando G13.EE (116,5 mg EAG/ g extrato) e G15.EE (175,8 mg EAG/ g extrato) obteve-se um
teor de 120,0 mg EAG/ g extrato. J& quando misturamos todos os extratos de propolis do Gerés
o teor de polifendis totais ¢ significativamente superior (150,7 mg EAG/ g extrato) ao da maioria
das amostras individuais, exceto de G15.EE. Aratjo (2017) demonstrou que uma mistura com
extratos de propolis do Gerés manteve o teor de polifendis idéntico ao da amostra mais
concentrada, sendo uma das amostras mais fortes comparativamente as individuais. Assim, de
um modo geral, as misturas estudadas mostram que juntar EEs de propolis colhidos em diferentes
anos se traduz normalmente num aumento dos teores destes compostos, considerados os

principais bioativos do propolis.
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Tabela 11: Teores de polifendis totais, de algumas das misturas com G.EEs, em mg de equivalentes de

acido galico por g de extrato (mg EAG/ g extrato). (Para facilidade de analise, incluem-se na tabela os teores de cada
G.EE constituinte da mistura (Gongalves, 2017; C. Araujo, comunicacao pessoal, 2017).)

Amostras mg EAG/ g extrato
G11.EE 113,4+ 14,3
G14.EE 92,2+19/4

mG(Gll.EE+Gl4.EE) 162,7 + 8,4
G13.EE 116,5+5,6
G15.EE 1758+ 17,0

MGc13.ee+615.E6) 120,0 + 13,9
Gl1.EE 113,4+ 14,3
G12.EE 125,1+19,5
G13.EE 116,5+5,6
G14.EE 92,2+19/4
G15.EE 1758+ 17,0

mG(Gll.EE-GlS.EE) 150,7 £ 9,7

O método colorimétrico para quantificacdo do teor de flavondides identifica
essencialmente flavonas e flavondis como a quercetina, galangina e luteolina, sendo por isso um
dos melhores métodos para quantificar o teor de flavondides (Chang et a/,, 2002). A quantificacao
de flavonoides totais para as misturas com extratos etanolicos de propolis do Gerés demonstra
uma pequena variacdo entre todas as amostras (Figura 4), uma vez que o valor mais baixo é de
58,0 mg EQ/ g extrato e a mistura com maior quantidade de flavondides apresenta 68,3 mg EQ/
g extrato (Apéndice B, Tabela B2).

Tal como se verificou para os polifendis, também no contetido de flavondides encontramos
dois tipos de tendéncia nas misturas: uma diminuicao (MG ieeaises) OU UM aumento (MGie-cisee)
desses teores nas misturas comparativamente ao G.EE individual com maior teor de flavonoides
(Tabela 12). Na mistura com todos os extratos de propolis de 2011 a 2015 da regiao do Gerés
verifica-se um valor de 60,9 mg EQ/ g extrato, que é superior aos extratos G11.EE e G12.EE e
inferior a G15.EE, que é de 79,7 mg EQ/ g extrato. A literatura sobre misturas de propolis é
praticamente inexistente, tornando impossivel fazer comparacdes de resultados. No entanto, os
valores enquadram-se nos publicados para amostras de préopolis nacional como o propolis de Beja,

Coimbra e Braganca (Silva ef a/.,, 2012).
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Figura 4: Teor de flavondides, expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato (mg EQ/
g extrato), das misturas com G.EEs (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam letras
diferentes).

Tabela 12: Teores de flavondides, em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato, de

algumas misturas com extratos do propolis do Gerés. (Para facilidade de analise, incluem-se na tabela os teores
de cada G.EE constituinte da mistura (Gongalves, 2017; C. Aratjo, comunicacéo pessoal, 2017).)

Amostras mg EQ / g extrato
G11.EE 42,1+5.2
G15.EE 79,7 +9,6

MGg11.ce+615.E6) 68,3+ 0,7
G11.EE 42,1+5,2
G12.EE 49,7 + 3,0
G13.EE 57,4 + 3,1

mG(Gll.EE-Gl3.EE) 64,3+ 0,7
G11.EE 42,1+5,2
G12.EE 49,7 + 3,0
G13.EE 57,4 + 3,1
G14.EE 58,6 + 2,8
G15.EE 79,7 +9,6

MGg11.£k - 615.E8) 60,9 + 4,5
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Analisados os resultados podemos concluir que em nenhuma das misturas de propolis,
quer com extratos do Pereiro quer com extratos do Gerés, se registam teores de compostos
fendlicos ou de flavonoides inferiores ao valor médio esperado para uma mistura, sendo apenas
visivel por vezes uma diminuicao relativamente ao valor do EE com maior concentracao de
polifendis ou flavondides. Em algumas misturas é inclusivamente registado um aumento desses
teores, sendo este bem visivel para os teores de flavonoides em grande parte das misturas com
P.EEs. Assim, verifica-se que quando se mistura os extratos nao ocorre o somatério de todos os
compostos, mas mantém-se o valor da amostra que possui uma maior concentracdo do

constituinte.

3.2.2. Avaliacao da atividade antioxidante

A capacidade das misturas a base de extratos etanolicos do Pereiro capturarem radicais
livres de DPPH ¢é apresentada na Figura 5. O ensaio de eliminacdo do radical livre DPPH é um
método simples para avaliar a atividade antioxidante dos compostos (Kumazawa et a/., 2004).
Atualmente é reconhecido que a remocao destes radicais pelos compostos fendlicos é devido a
sua capacidade de doacao de hidrogénios, ou seja, quanto maior o numero de grupos OH™ nas
estruturas dos compostos fendlicos, maior sera essa capacidade, logo, maior a atividade de

eliminacao do radical DPPH (Chen e Ho, 1995; Tang et a/., 2002; Molyneux, 2004).

15{ab.c ac a2 ¢©
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Figura 5: Capacidade de capturar radicais livres de DPPH das misturas de P.EEs. O potencial antioxidante
¢ apresentado em valores de IC,, (ug/ ml) (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam letras diferentes).
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Os valores de ICs, das misturas com P.EEs sdo similares (Figura 5), sendo o valor mais
elevado de 14,9 ug/ ml o da amostra mPe;ee.rue € 0 Mais baixo de 12,3 pg/ ml pertencente a
MPeseeesen (Apéndice A, Tabela A3). Tendo em conta os valores das amostras individuais, constata-
se uma diminuicao significativa do valor de ICs, quando misturados todos os extratos. Mas em
qualquer outra das misturas verificou-se uma diminuicao do valor de ICs,, sendo este ainda menor
do que o exibido pelo extrato constituinte da mistura com o valor mais baixo, exceto no caso das
misturas que possuem P15.EE (10,3 pg/ ml). Verifica-se ainda que a mistura com maior potencial
antioxidante (MPpueerse) € também uma das misturas com maior teor de polifendis totais e a que
apresenta um maior teor de flavonoides. No entanto, também se verifica que a amostra com menor
potencial antioxidante (MPesee.riee) NE0 € @ que apresenta um menor teor de compostos fendlicos
e flavondides, apontando a intervencdo de outros compostos nesta atividade bioldgica. Como
explicito anteriormente, uma vez que este método se baseia na capacidade de os compostos
doarem hidrogénios, este nao é especifico para os compostos fendlicos e/ou flavondides, sendo
por isso plausivel a interferéncia de outros compostos neste tipo de analise.

Os valores de IC,, apresentados por estas misturas sdo inferiores aos descritos para
amostras de préopolis do Rio de Janeiro que variam de 30,65 a 56,71 pg/ ml (Salgueiro e Castro,
2016) assim como para o propolis da Tailandia que varia de 17,9 a 108,05 pg/ ml (Lu et af,
2003).

Na figura 6, sdo apresentados os valores de ICy, para a captura de radicais livres de DPPH
das misturas com G.EEs. Nestas, observa-se uma grande uniformidade, uma vez que ndo se
verificam diferencas significativas entre as diversas misturas. As misturas apresentam valores de
ICs entre 11,8 e 13,7 ug/ ml (Apéndice B, Tabela B3), sendo estes valores inferiores ao da
amostra com menor valor de ICy, da mistura, indicando assim uma maior atividade antioxidante.
As misturas potenciaram a capacidade antioxidante do prépolis, assim como verificaram Ozkok e
Silici (2017) que quando misturaram produtos da colmeia com propolis, viram as suas
caracteristicas bioativas melhoradas. Isto demonstra o potencial do prépolis para melhorar a
capacidade antioxidante de outros produtos e, como verificado neste estudo, de melhorar o seu
proprio potencial quando misturado com outro extrato, indicando um possivel sinergismo entre 0s

compostos.
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Figura 6: Potencial antioxidante das misturas com extratos etandlicos de prépolis do Gerés. A capacidade
de captura de radicais de DPPH foi expressa em valores de IC,, (ug/ ml) (amostras significativamente diferentes,
P<0,05, apresentam letras diferentes).

Os resultados do ensaio para avaliacdo da capacidade antioxidante nas misturas com
extratos de propolis do Pereiro, ou do Gerés, sugerem algum tipo de sinergismo entre os
compostos. Verifica-se uma diminuicdo dos valores de ICs, em todas as misturas e os valores sao
semelhantes, embora uma das misturas com extratos do Pereiro (MPpiseerises COM UM valor de
14,9 pg/ ml) tenha revelado menor potencial antioxidante enquanto uma das misturas com
extratos do Gerés (MGeecisen) € @ que exibe maior capacidade antioxidante (11,8 ug/ ml).

Comparando os resultados obtidos neste ensaio com os resultados obtidos na
caracterizacao quimica, concluimos que para além das influéncias destes compostos fendlicos na
atividade antioxidante tem de haver a intervencao de outros compostos, pois o teor de polifendis
e de flavonoides nédo estdo diretamente relacionados, assim como demonstrado por Miguel ef a/.
(2010). Como se verificou anteriormente, as misturas com o G15.EE apresentaram um elevado
teor de flavonoides relativamente as restantes misturas, no entanto, esse elevado teor de
compostos nao se manifesta expressivamente na atividade antioxidante, apresentando
comportamento idéntico as restantes misturas. Contudo, existem estudos que comprovam a
existéncia de uma correlacdo significativa entre a quantidade de flavonoides e a capacidade
antioxidante, mas também demonstram que estes compostos nao sao os Unicos responsaveis por

esta atividade (Salgueiro e Castro, 2016). Flavondides, como quercetina, flavonas, isoflavonas,
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flavononas, antocianinas, catequina e isocatequina sao uns dos compostos responsaveis pela
atividade antioxidante (Lu ef a/., 2003). Estes resultados indicam que para um bom controlo da
qualidade do propolis é necessaria a medicao da atividade antioxidante, como descrito por alguns

autores (Silva et af., 2006; Miguel et a/., 2010)

3.2.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Nos ultimos anos, devido & aquisicdo de resisténcias e falta de alternativas ao nivel de
produtos antimicrobianos, tem havido um maior interesse na pesquisa de novos produtos contra
agentes patogénicos. Entre os agentes patogénicos descritos como maiores causadores de
infecdes e que tém vindo a ganhar resisténcias estdo Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Candida albicans (Silva et al, 2012). Neste contexto, muitos
pesquisadores concentram-se em produtos naturais como fonte de novas moléculas bioativas. O
prépolis € um dos produtos naturais promissores com atividade antimicrobiana (Afrouzan ef al,
2018).

Na Tabela 13 sao exibidas as propriedades antibacterianas de algumas das misturas de
P.EEs que apresentam resultados de tipos diferentes, analisadas pelo método da diluicdo em agar.
Para facilidade de analise, incluem-se na tabela os teores de cada P.EE constituinte da mistura,
também apresentados em Anexo | (Tabela 1.4). Entretanto, uma vez determinados os valores de
MIC para P15.EE, constatou-se ser um extrato com atividade antibacteriana intermédia. As
diferentes misturas apresentam igual valor de MIC contra as diversas bactérias testadas, havendo
apenas algumas excecoes (Apéndice A, Tabela A4). Quando testadas em Bacillus subtilis todas as
misturas apresentaram um valor de MIC de 200 pg/ ml, representando uma diminuicao da
minima concentracao inibitoria relativamente a trés dos EEs individuais (Tabela 13).
Propionibacterium acnes e Staphylococcus aureus ndo crescem na presenca de 500 pg/ ml de
quase todas as misturas, com excecao de mMPeye.riseq ONde € Necessaria uma concentracdo de
750 pg/ ml para impedir o crescimento de Staphylococcus aureus. De forma a combater a
bactéria Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli, & necessaria uma maior concentracao de propolis: 1000 pg/ ml de mPepcepiser €
MPeeerses, € Superior a 1500 pg/ ml no caso de MPepugerise. AS restantes misturas tém um MIC

de 1500 pg/ ml. Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Silva ef al. (2012)
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para propolis portugués contra S. aureus (590 a 1720 pg/ ml) e menores do que os apresentados

para £. coli (3190 pg/ ml).

Tabela 13 Atividade antibacteriana, expressa em valores de MIC (ug/ ml), das misturas com P.EEs. (Para
facilidade de analise, incluem-se na tabela os valores de MIC de cada P.EE constituinte da mistura (Marques, 2015; Oliveira, 2015;
Moreira, 2017).)

Gram-positivas Gram-negativa
Amostras B. subtilis P. acnes S. aureus MRSA E. coli
P11.EE 500 —_ >750 —_ —_
P13.EE 200 —_ 750 —_ —_
[11] 200 500 750 1500 1500
P12.EE 500 — 500 — >1000
P13.EE 200 — 750 — —
[11] P 200 500 500 1000 1000
P13.EE 200 — 750 — —
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250
MP e e+p15.66) 200 500 500 1000 1000
P14.EE 100 — 500 — —
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250
200 500 500 >1500 >1500

MPp1aee+pi5.eE)

*— - Sem informacao;
*B. subtilis - Bacillus subtilis, P. acnes - Propionibacterium acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus, MRSA - Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; £. coli- Escherichia coli.

A atividade antifungica foi avaliada contra duas leveduras, Saccharomyces cerevisiae e
Candlida albicans, sendo que os valores de MIC variam entre 500 e 750 ug/ ml (Apéndice A,
Tabela A5), sendo semelhante ao reportado por Tobaldini-Valerio ef a/. (2016). Nesta atividade,
considerando os valores de MIC entretanto determinados para P15.EE, constatou-se ser este o
extrato mais forte contra as duas leveduras (500 pg/ ml). Ainda que as misturas para esta
atividade, quando considerado P15.EE, nao sigam os critérios definidos, verifica-se no total das
misturas a existéncia de MPpecsisen € MPepeerses qUE correspondem aos critérios da atividade
antifungica: mais ativo com intermédio e menos ativo com intermédio. Assim para a atividade
antifungica ndo chegou a ser testada a mistura correspondente ao critério mais ativo com menos
ativo. Para S. cerevisiae, de um modo geral, as misturas exibem o menor valor de MIC apresentado
por um dos seus extratos, exceto no caso de MPeie.rin €M que 0 valor de MIC ainda é inferior
(500 pg/ ml) a0 menor valor exibido pelos extratos da mistura (750 ug/ ml). Ja no caso C.
albicans apenas @ MPeysee.rise apresenta um valor de MIC de 500 ug/ ml, equivalente ao menor
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valor encontrado nos extratos da mistura (Tabela 14). Varios autores (Silva et a/, 2012; Falcado et
al, 2014), tém verificado que amostras de propolis de Portugal tém sido mais ativas contra
bactérias Gram-positivas do que contra leveduras, no entanto nas misturas com propolis do
Pereiro, verifica-se que os valores de MIC variam de 200 a 500 pug/ ml (nao incluindo a MRSA)

para as bactérias Gram-positivas e de 500 a 750 ug/ ml para as leveduras.

Tabela 14: Atividade antifingica das misturas de extratos etandlicos de P.EEs, expressa em termos de

valores de MIC (ug/ml). (Para facilidade de anlise, incluem-se na tabela os valores de MIC de cada P.EE constituinte da
mistura (Marques, 2015; Oliveira, 2015; Moreira, 2017).)

Amostras S. cerevisiae C. albicans
P11.EE 750 500
P13.EE 750 750

MP 11 ee+p13er) 500 750
P13.EE 750 750
P15.EE 500 500

MP 13 eevp15.6) 500 500
P11.EE 750 500
P13.EE 750 750
P14.EE 750 >750
P15.EE 500 500

MPp11 ee . pis.ee) 500 750

*S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae; C. albicans — Candlida albicans.

As misturas com extratos da regido do Gerés apresentam um valor de MIC muito baixo
contra a bactéria Bacillus subtilis, de 25 ug/ ml para todas as misturas, este ¢ também o valor da
MGenee.ase Para a bactéria Bacillus cereus. Para Bacillus megaterium, verificou-se um aumento
do MIC relativamente as amostras individuais, obtendo-se o valor >100 ug/ ml. Este é também o
valor de MIC para quase todas as misturas quando testadas contra a bactéria Propionibacterium
acnes, sendo apenas o MIC de 100 pg/ ml para @ mGec.aise (Tabela 15). Para Staphylococcus
aureus verificou-se o valor de MIC de >500 g/ ml para a maioria das misturas, sendo este
superior aos valores dos EEs, verificou-se também que duas misturas (MG ee.csee € MGigrce.oisee)
apresentam o valor do EE menos ativo (750 pg/ ml), ha ainda a mGeyic.65:5 COM um valor de 200
pg/ ml, valor do EE mais ativo. Para as estirpes mais resistentes, MRSA e £scherichia coli; as
misturas registaram valores de MIC de 1500 e 2000 ug/ ml, mas todas as misturas apresentam

um melhor resultado do que o dos extratos individuais (Apéndice B, Tabela B4). Os valores de MIC
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para a £. coli sdo um pouco mais elevados do que os descritos para amostras de propolis da
Tailandia, que varia de 840 a 1670 pg/ ml (Runyoro et al., 2017). Ainda assim, estas misturas de
propolis apresentam um bom potencial antibacteriano, tendo em conta que os produtos naturais
podem ser classificados como antimicrobianos quando apresentam um valor de MIC entre 100 e

1000 mg/ ml (Popova et al., 2013).

Tabela 15: Valores de MIC (ug/ml) das misturas com G.EEs contra diversas bactérias. (Para facilidade de
analise, incluem-se na tabela os valores de MIC de cada G.EE constituinte da mistura (Freitas, 2015; Gongalves, 2017).)

. Gram-
Gram-positivas .
negativa
B. B. B.
Amostras . . P. acnes 8. aureus NRSA E. coli
subtilis cereus megaterium

G11.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGic11 ee+615.6) 25 NR NR >100 200 1500 1500
G14.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGic14.£e+615.66) 25 NR NR >100 750 2000 2000
G11.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G12.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G13.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G14.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGici1ex. c15.66) 25 25 >100 100 >500 2000 2000

*NR - Nao Realizado; — - Sem informacéao;

*B. subtilis — Bacillus subtilis, B. cereus — Bacillus cereus, B. megaterium — Bacillus megaterium, P. acnes - Propionibacterium
acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus, MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; £. coli- Escherichia coll.

Relativamente a atividade antifungica das misturas com extratos do Gerés de 2011 a
2015, verificou-se que todas as misturas apresentam o mesmo MIC, 1500 ug/ ml (Apéndice B,
Tabela B5). Comparativamente as amostras individuais todas as misturas tiveram melhores
resultados, exceto comparativamente a G15.EE que exibe um MIC de 1000 pg/ ml para C.
albicans. As misturas de propolis com extratos do Gerés sdo muito ativas contra bactérias Gram-
positivas e menos ativas contra bactérias Gram-negativas e leveduras, assim como o geoprépolis
de Melipona orbignyi (Santos et al., 2017b).

Esta comprovado que a atividade antimicrobiana é afetada pelos compostos fendlicos,
sendo maior esta atividade quanto maior o nimero de compostos, assim como verificaram Isla ef

al. (2005) em propolis da Argentina. Como se verificou anteriormente as misturas com extrato de
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propolis da regiao do Pereiro apresentam uma maior concentracao de compostos fenolicos, e
apresentam, de forma geral, uma atividade antimicrobiana mais forte do que as misturas com
extrato do Gerés. Verificando-se diferencas de atuacao entre as misturas com extratos do Pereiro
e do Gerés, no entanto, ja foram estudados casos em que os locais de origem nao influenciam a
atividade antimicrobiana (Molnar et al,, 2017). As misturas com prépolis da regido do Gerés, assim
como demonstrado por Freitas (2015) para os extratos individuais, sdo mais eficazes contra
bactérias Gram-positivas do que contra leveduras. Os flavondides atuam de forma direta sobre as
membranas de algumas bactérias, reduzindo a capacidade de permeabilidade e tornando-as mais
frageis (Velasquez e Gomez, 2017), verificando-se por isso uma maior resisténcia para combater
as bactérias Gram-negativas, como ¢ o caso da £. cofi; devido a sua parede celular mais complexa.
Em todas as misturas parece haver alguns casos de sinergismo e também alguns casos de
antagonismo, no entanto, a maioria das misturas exibe o menor valor de MIC apresentado por
algum dos EEs seu constituinte. Oliveira (2015) encontrou todas estas situacdes ao preparar
misturas com dois extratos, exceto a perda do efeito antimicrobiano. Estas situacdes sdo
indicadoras da diferente composicdo quimica dos extratos e da interacdo entre os compostos,
podendo esta ser sinergética, tornando a mistura mais ativa, ou antagonica (Krol ef a/., 1993).
Kedzia ef al (1990) reportam a complexidade do mecanismo da atividade antimicrobiana e

pensam estar atribuido ao sinergismo entre flavonoides, hidroxiacidos e sesquiterpenos.
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3.3. Misturas com extratos etandlicos de propolis de origens

diferentes

3.3.1. Caracterizacao quimica

A quantificacao do teor de polifendis totais e flavondides das misturas com extratos de
propolis provenientes das duas regides, Pereiro e Gerés, é exibida nas Figuras 7 e 8. Nestas duas
misturas verifica-se ndo haver uma diferenca significativa quanto ao teor de polifendis, no entanto,

no teor de flavonoides as diferencas na sua concentracéo ja sao significativas.
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Figura 7: Caracterizacao quimica das duas misturas com extratos etandlicos de propolis do Pereiro e do
Gerés: determinacao do teor de polifenois totais (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam letras

diferentes).

EM Mepiage.ciser 0S extratos individuais apresentam teores de polifenois de 98,0 e 175,8

mg EAG/g extrato, verificando-se uma média dos valores (122,5 mg EAG/ g extrato). A Mesecicises
apresenta um teor de polifenois de 135,5 mg EAG/ g extrato, sendo este superior ao do extrato
G13.EE, 116,5 mg EAG/g extrato (Apéndice C, Tabela C1). Para as duas misturas verifica-se uma

diminuicao da concentracao relativamente a amostra com o valor mais elevado, no entanto, esta

diminuicdo é mais pronunciada na mistura Meaee.ciser- AS diferencas na composicao quimica
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entre amostras de regides distintas foi demonstrada por Moreira et a/. (2008) em extratos de
Portugal com valores de polifendis totais de 151 e 329 mg EAG/ g extrato, sendo um dos valores
semelhante aos apresentados por estas misturas.

Para o teor de flavonoides os valores entre as duas misturas sao mais distintos, 75,5 e
95,5 mg EQ/ g extrato (Figura 8), mas ambas mantém o valor do extrato individual mais

concentrado (Apéndice C, Tabela C2).
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Figura 8: Caracterizacao quimica das duas misturas com extratos etandlicos de propolis do Pereiro e do
Gerés: determinacao do teor de flavondides totais (amostras significativamente diferentes, P<0,05, apresentam letras

diferentes).

As duas misturas registaram teores de flavonoides bastante distintos. Miguel ef a/. (2010)
demonstraram que amostras da regido do Algarve, mas de regides distintas, apresentavam
diferencas quantitativas nos seus compostos, assim como se verifica para as amostras de prépolis
do Gerés e Pereiro. No entanto, da analise desta caraterizacao quimica podemos inferir que,
apesar dos extratos serem de localidades distintas e provavelmente possuirem diferentes
compostos, mantém-se sempre o valor do EE individual mais concentrado. Esta ultima conclusao
indica a possibilidade de aproveitar extratos de propolis com uma menor bioatividade, juntando a
extratos com mais potencialidades e assim, mantendo fortes atividades biolégicas e uma maior

quantidade de propolis para aplicacdo na industria alimentar ou farmacéutica.
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3.3.2. Avaliacao da atividade antioxidante

Na atividade antioxidante, avaliada pelo ensaio de captacao de radicais livres de DPPH, as
duas amostras apresentam o mesmo valor de ICs,, (15,4 e 15,3 pg/ ml) (Apéndice C, Tabela C3).
Estes valores sdo ligeiramente superiores aos apresentados pelas misturas de extratos de propolis
com a mesma origem, no entanto, sao inferiores aos exibidos pelos extratos individuais, com a
excecao de P15.EE, verificando-se uma melhoria neste tipo de atividade antioxidante nas misturas.
Esta ndo deve estar relacionada apenas com o teor de flavonodides, uma vez que estes
apresentaram valores bem diferentes, concluindo-se assim uma interacdo de outros compostos
na atividade antioxidante. Santos ef a/ (2017a) mostraram que uma fracdo de propolis sem
compostos fenolicos apresentou uma atividade antioxidante insignificante, indicando que os
compostos em falta sdo os responsaveis por esta atividade. Mais uma vez é demonstrado que a
juncao de extratos de regides distintas e com diferencas na sua composicdo quimica é benéfico,
pois nao se verifica perda de atividade antioxidante, sendo um bom resultado que indica o

excelente potencial das misturas.

3.3.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antibacteriana e antifungica apresentada por estas duas misturas, Mp14e.c15.6)

€ Mesecaisem, FEVEIA que N30 ha perda de atividade relativamente aos extratos individuais (Apéndice

C, Tabelas C4 e C5). Por exemplo, a mistura mep4.q15.5, ONde 0 extrato do Gerés é o mais ativo,

apresenta um valor de MIC de 50 pg/ ml contra B. subtilis, igual ao do G15.EE, e a mistura
Meseass apresenta um valor de MIC de 200 pg/ ml, que é um valor inferior ao do P15.EE e

superior ao do G13.EE, mas igual ao das misturas com extratos de propolis do Pereiro. A mistura

Me1ace-c15.65, d€MonNstra uma maior atividade antibacteriana, mas o extrato do Gerés é mais eficaz

contra as bactérias do que contra as leveduras. Deste ensaio podemos também aferir que nao sao
apenas os flavondides os responsaveis por esta atividade, uma vez que a mistura Meisee.cise € O
que apresenta uma maior concentracdo de flavonoides, mas ndo é o que apresenta uma melhor
atividade antimicrobiana. De forma genérica corrobora-se que a juncdo de extratos de regides
diferentes nao promove a perda de atividade antimicrobiana, assim como demonstrado por Oliveira

(2015).
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O propolis € um produto natural com diversos constituintes e cada vez mais estudado para
novas aplicacdes. No entanto, estudos com misturas de prépolis e outros produtos ainda sao muito
escassos. Com a realizacdo deste trabalho, confirma-se que o prépolis € uma mistura complexa
onde ocorrem interacées entre os diferentes compostos que podem promover as suas
bioatividades, assim como, na generalidade, ndo ha perda de atividade quando se formam
misturas contendo prépolis de proveniéncias e/ou colheitas diferentes.

Os polifendis, mais especificamente os flavondides, sado reportados como uns dos
compostos responsaveis pela maioria das atividades biolégicas (Afrouzan ef al, 2007;
Mohammadzadeh et a/, 2007). Todas as misturas apresentam uma elevada concentracdo de
flavonodides assim como uma boa atividade antioxidante e antimicrobiana, reforcando a ideia de
que as suas misturas de propolis sao igualmente ou até mais interessantes para aplicacoes
relacionadas com estas atividades.

0 efeito sinérgico entre os extratos pode ser devido a compostos diferentes terem acoes
sobre distintos alvos, promovendo um maior dano celular, ou pode haver interacao entre os
compostos, conduzindo a producao de espécies mais toxicas. Um dos objetivos deste trabalho
consistia em estudar se a mistura de diferentes amostras de propolis poderia alterar o seu perfil
bioativo. Deste ensaio, inferimos que a mistura de extratos com menos potencial com extratos
mais bioativos leva a amostras igualmente bioativas, ndo se verificando perda de potencial, pelo
contrario, por vezes ha ocorréncia de sinergismo. De igual forma, verifica-se que as mistura com
extratos de regides distintas também mantém as bioatividades. Assim como demonstrado
anteriormente (Oliveira, 2015) a eficiéncia bioldgica global do extrato etandlico do Pereiro é
superior a do extrato da regido do Gerés. No entanto, quando se faz uma mistura entre extratos
destas duas regides, as diferencas a nivel da atividade antioxidante e antimicrobiana sdo diluidas.

A realizacdo deste trabalho confirmou as 6timas propriedades bioativas do prépolis portugués
e que pode ser feito um melhor aproveitamento, e ainda obter uma melhoria nas suas
propriedades. Isto possibilita que haja uma maior quantidade de propolis para as diversas
aplicacbes assim como juncao a outros produtos de interesse. Uma dessas aplicacbes para o
propolis seria a juncao deste a outros alimentos de forma a aumentar as caracteristicas nutritivas
e impactos positivos na fisiologia e psicologia do organismo.

A realizacado deste estudo deixa ainda muitas perguntas por responder, sendo essencial dar
continuidade a estre trabalho. A formacao de misturas demonstrou ter potencial para ser utilizado

em diversas aplicacbes, no entanto, ainda ndo compreendemos a interacao dos diferentes
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compostos que promovem o sinergismo e/ou antagonismo. E também importante tentar perceber
Se 0 que ocorreu com os extratos estudados também ira ocorrer com outros extratos, ou se terao
uma resposta diferente, assim como averiguar a resposta deste composto quando misturado com
outros produtos. Tendo em conta estes problemas, continua a ser de suma importancia padronizar

0 propolis.
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Anexo | - Compilacédo da informacao relativa a caracterizacao quimica e
bioldgica os extratos etandlicos de préopolis do Pereiro usados no presente

trabalho

Caracterizacao quimica

Tabela I.1: Teores de polifendis totais, expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de extrato
(mg EAG/ g extrato), dos extratos individuais utilizados neste trabalho (os valores s@o apresentados na
forma de média+desvio padrao).

Extratos de prépolis mg EAG/ g extrato Autores
P11.EE 126,6 + 12,1
P12.EE 109,6 + 2,4 C. Araujo (comunicacao
P13.EE 113,3+8,1 pessoal, 2017)
P14.EE 98,0 + 2,1
P15.EE 151,5+6,9 Moreira (2017)

*A negrito assinala-se o valor mais elevado e a cinza o valor mais baixo.

Tabela 1.2: Teores de flavonoides dos extratos etanolicos de propolis do Pereiro, dos anos de 2011 a
2015, expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato (mg EQ/ g extrato) (os valores séo
apresentados na forma de média+desvio padrao).

Extratos de prépolis mg EQ/ g extrato Autores
P11.EE 58,3+1,5
P12.EE 47,2 £6,3 C. Araujo (comunicacao
P13.EE 54,5+ 7,0 pessoal, 2017)
P14.EE 44,7 + 12,0
P15.EE 101,8 £4,2 Moreira (2017)

*A negrito assinala-se o valor mais elevado e a cinza o valor mais baixo.
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Avaliacao de bioatividades

Tabela 1.3: Capacidade de capturar radicais livres de DPPH, apresentado em valores de IC,, (ug/ ml), dos
extratos etandlicos de propolis do Pereiro (os valores sao apresentados na forma de média+desvio padrao).

Extratos de propolis IC,, (ug/ ml) Autores
P11.EE 14,7 +2,7
P12.EE 22,0+ 0,4 C. Araujo (comunicacao
P13.EE 15,2+ 2,3 pessoal, 2017)
P14.EE 20,3+0,3
P15.EE 10,3+1,7 Moreira (2017)

*A negrito assinala-se o valor do EE mais ativo e a cinza o valor do EE menos ativo.

Tabela 1.4: Valores de MIC (ug/ ml) dos extratos de prépolis do Pereiro contra bactérias.

EE B. subtilis P. acnes  S. aureus MRSA E. coli Autores
P11.EE 500 — >750 — —
P12.EE 500 — 500 — >1000 Marques (2015) e
P13.EE 200 — 750 — — Oliveira (2015)
P14.EE 100 — 500 — —
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250 Moreira (2017)

*— - Sem informacao;
*B. subtilis — Bacillus subtilis, P. acnes - Propionibacterium acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus, MRSA - Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; £. coli- Eschetichia col.

Tabela 1.5: Atividade antifingica, expressa em valores de MIC (ug/ ml), dos extratos etanolicos de propolis

do Pereiro.
Extratos de propolis S. cerevisiae C. albicans Autores
P11.EE 750 500
P12.EE >1000 750 Marques (2015) e
P13.EE 750 750 Oliveira (2015)
P14.EE 750 >750
P15.EE 500 500 Moreira (2017)

*S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae, C. albicans — Candida albicans.
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Anexo Il - Compilacao da informacao relativa a caracterizacao quimica
e biolégica dos extratos etanolicos de propolis do Gerés usados no

presente trabalho

Caracterizacao quimica

Tabela 1l.1: Teores de polifendis totais, expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de extrato
(mg EAG/ g extrato), dos extratos individuais utilizados neste trabalho (os valores séo apresentados na
forma de média+desvio padrao).

Extratos de prépolis mg EAG/ g extrato Autores
G11.EE 113,4+ 14,3
G12.EE 125,1+19,5 C. Araujo (comunicacao
G13.EE 116,5+5,6 pessoal, 2017)
G14.EE 92,2 + 19,4
G15.EE 175,8 + 17,0 Goncalves (2017)

*A negrito assinala-se o valor mais elevado e a cinza o valor mais baixo.

Tabela 11.2: Teores de flavondides dos extratos etanolicos de propolis do Gerés, dos anos de 2011 a 2015,
expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato (mg EQ/ g extrato) (os valores sao
apresentados na forma de média+desvio padrao).

Extratos de prépolis mg EQ/ g extrato Autores
Gl1.EE 42,1 +5,2
G12.EE 49,7 +3,0 C. Aratjo (comunicacao
G13.EE 57,4 +3,1 pessoal, 2017)
Gl4.EE 58,6 +2,8
G15.EE 79,7 + 9,6 Goncalves (2017)

*A negrito assinala-se o valor mais elevado e a cinza o valor mais baixo.
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Tabela 11.3: Capacidade de capturar radicais livres de DPPH, apresentado em valores de IC,, (ug/ ml),
dos extratos etanolicos de propolis do Gerés (os valores sdo apresentados na forma de média+desvio

padrao).
Extratos de propolis IC,, (ng/ ml) Autores
G11.EE 17,8+0,8
G12.EE 14,4+ 0,6
Freitas (2015)
G13.EE 25,2+25
Gl14.EE 16,5+ 0,8
G15.EE 19,7 +8,38 Goncalves (2017)

*A negrito assinala-se o valor do EE mais ativo e a cinza o valor do EE menos ativo.

Tabela 11.4: Valores de MIC (ug/ ml) dos extratos de propolis do Gerés contra bactérias.

B. B. B. P. S.
EE . ) MRSA Autores
subtilis cereus megaterium acnes aureus coli
Gl11.EE 50 50 50 —_ 200 >2000 >2000
G12.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000 Freitas
G13.EE 50 50 50 —_ 200 >2000 >2000 (2015)
Gl4.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
Goncgalves
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
(2017)

*— - Sem informacéo;

*B. subtilis — Bacillus subtilis, B. cereus — Bacillus cereus, B. megaterium — Bacillus megaterium, P. acnes - Propionibacterium
acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus, MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; £. coli- Escherichia coll.

Tabela 11.5: Atividade antifungica, expressa em valores de MIC (ug/ ml), dos extratos etandlicos de

prépolis do Gerés.

Extratos de propolis S. cerevisiae C. albicans Autores
G11.EE >2000 >2000
G12.EE >2000 >2000
Freitas (2015)
G13.EE >2000 >2000
Gl14.EE >2000 >2000
G15.EE >1500 1000 Goncgalves (2017)

*S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae, C. albicans - Candida albicans.
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Apéndice A - Caracterizacdo quimica e biolégica das misturas de extratos de

propolis do Pereiro.

Tabela Al: Teores de polifendis totais das misturas com extratos do prépolis do Pereiro recolhido nos
anos de 2011 a 2015. Os valores encontram-se expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de
extrato, sendo estes apresentados na forma de média+desvio padrao de 3 ou mais réplicas independentes.
Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE constituinte da mistura, ja
apresentados no Anexo |, Tabela I.1.

Amostras mg EAG/ g extrato
P11.EE 126,6 + 12,1
P12.EE 109,6 + 2,4

MP 11 eesp12.65) 118,3+ 6,8
P11.EE 126,6 + 12,1
P13.EE 113,3+8,1

MP 11 ee+p13£E) 127,7 £ 11,0
P11.EE 1266 + 12,1
P14.EE 98,0+ 2,1

MP 11 eesp14.66) 129,6 + 8,9
P12.EE 109,6 + 2,4
P13.EE 113,3+8,1

MP 12 eep13eE) 115,8+9,3
P13.EE 113,3+8,1
P14.EE 98,0+ 2,1

MP 13 ee+p14.66)

134,0+12,1

P13.EE 113,3+8,1
P15.EE 151,5+6,9
MP 13 ee+p15.66) 146,6 + 11,0
P14.EE 98,0 +2,1
P15.EE 151,5+6,9
MP p14.ee+p15.£E) 146,9 £ 4,1
P11.EE 126,6 + 12,1
P12.EE 109,6 + 2,4
P13.EE 113,3+8,1
MPe11ee-p13er) 136,9 £5,9
P11.EE 126,6 + 12,1
P12.EE 109,6 + 2,4
P13.EE 113,3+8,1
P14.EE 98,0 +2,1
P15.EE 151,5+6,9

MP 11k p15.EE)

150,8 +13,1
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Tabela A2: Teores de flavonoides das misturas com extratos do propolis do Pereiro recolhido nos anos
de 2011 a 2015. Os valores encontram-se expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato,
sendo estes apresentados na forma de média+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas independentes. Para
facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE constituinte da mistura, ja apresentados
no Anexo |, Tabela I.2.

Amostras mg EQ/ g extrato
P11.EE 583+ 1,5
P12.EE 47,2 +6,3

MP 11 eerpi2er) 65,2 + 3,1
P11.EE 58,3+ 1,6
P13.EE 54,5+ 7,0

MPp11 Ee+p13.EE) 68,8 +1,2
P11.EE 58,3+ 1,5
P14.EE 447+ 12,0

MP 11 ee+prake) 71,0 £ 0,7
P12.EE 472463
P13.EE 54,5+ 7,0

MPp12 Ee+p13.E) 66,3 +4,1
P13.EE 54,5 + 7,0
P14.EE 447+ 12,0

MPp13 ee+p1a.£6) 71,1+3,1
P13.EE 54,5+ 7,0
P15.EE 101,8 +4,2

MPp13 ee+p15.66) 101,6 + 2,9
P14.EE 447 +12,0
P15.EE 101,8 +4,2

MPp14 ee+p15.£6) 99,9 + 3,0
P11.EE 58,3+ 1,5
P12.EE 47,2+ 63
P13.EE 545+7,0

MPe11ee-p13£E) 69,3 + 3,8
P11.EE 58,3+ 1,5
P12.EE 47,2+ 63
P13.EE 54,5+ 7,0
P14.EE 447 +12,0
P15.EE 101,8 +4,2

MPp11 e pis.er) 82,3+2,2
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Tabela A3: Capacidade de capturar radicais livies de DPPH das misturas com extratos de prépolis do
Pereiro. O potencial antioxidante foi expresso em valores de IC,, (ug/ ml), sendo estes exibidos na forma
média+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas independentes. Para facilidade de analise, incluem-se valores
obtidos para cada P.EE constituinte da mistura, ja apresentados no Anexo |, Tabela I.3.

Amostras IC;, (ng/ ml)
P11.EE 14,7 + 2,7
P12.EE 22,0+0,4

MPp11eerp12.66) 13,5+0,3
P11.EE 14,7 + 2,7
P13.EE 152 +2,3

MP 11 ee+p13.ER) 12,5+ 0,2
P11.EE 14,7 £ 2,7
P14.EE 20,3+0,3

MPp11eep146E) 12,8 + 0,3
P12.EE 22,0+ 0,4
P13.EE 15,2 +2,3

MP 12 eesp13.ER) 14,1+ 0,7
P13.EE 15,2+ 2,3
P14.EE 20,3+0,3

MP 13 eep14.66) 14,9+ 0,4
P13.EE 15,2 +2,3
P15.EE 10,3+ 1,7

MP 13 ee+p15.66) 12,3+ 0,2
P14.EE 20,3+0,3
P15.EE 10,3+ 1,7

MP 14 ce+p15.E6) 13,8 +0,6
P11.EE 14,7 + 2,7
P12.EE 220+0,4
P13.EE 15,2 +2,3

MPe11ee.-p13er) 13,8 + 0,7
P11.EE 14,7 + 2,7
P12.EE 22,0+0,4
P13.EE 152 +2,3
P14.EE 20,3+0,3
P15.EE 10,3+ 1,7

MPe11ee P15k 13,7+ 0,4
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Tabela A4: Valores de MIC (ug/ ml) das misturas de propolis da regido do Pereiro contra bactérias
Bacillus subtilis, Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina e Escherichia coli. Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE
constituinte da mistura, ja apresentados no Anexo |, Tabela I.4.

Gram-positivas Gram-negativa
Amostras B. subtilis P. acnes S. aureus MRSA E. coli
P11.EE 500 —_ >750 —_ —_
P12.EE 500 —_ 500 —_ >1000
[11] O 200 500 500 1500 1500
P11.EE 500 —_ >750 —_ —_
P13.EE 200 —_ 750 —_ —_
MP p1; ee+p13) 200 500 750 1500 1500
P11.EE 500 — >750 — —
P14.EE 100 — 500 — —
MP p11 ee+p1aE) 200 500 500 1500 1500
P12.EE 500 — 500 — >1000
P13.EE 200 — 750 — —
MP p12.ee+p13.66) 200 500 500 1000 1000
P13.EE 200 — 750 — —
P14.EE 100 — 500 — —
[11] 200 500 500 1500 1500
P13.EE 200 — 750 — —
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250
[11] O 200 500 500 1000 1000
P14.EE 100 — 500 — —
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250
MP 14 £e+p15 ) 200 500 500 >1500 >1500
P11.EE 500 — >750 — —
P12.EE 500 — 500 — >1000
P13.EE 200 — 750 — —
MP ey ke . p1ser) 200 500 500 1500 1500
P11.EE 500 — >750 — —
P12.EE 500 — 500 — >1000
P13.EE 200 — 750 — —
P14.EE 100 — 500 — —
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250
200 500 500 1500 1500

MPe11ee. P15k

*— - Sem informacao;
*B. subtilis — Bacillus subtilis, P. acnes - Propionibacterium acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus, MRSA - Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; £. coli- Escherichia coll.
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Tabela AS5: Atividade antifungica das misturas de extratos etandlicos de prépolis do Pereiro contra
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. A atividade antimicrobiana foi expressa em termos de
valores de MIC (ug/ ml). Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE constituinte
da mistura, ja apresentados no Anexo |, Tabela I.5.

Amostras S. cerevisiae  C. albicans
P11.EE 750 500
MPp11 eevpi2) 750 750
P11.EE 750 500
P13.EE 750 750
MPp11 eep13er) 500 750
P11.EE 750 500
P14.EE 750 >750
MP 11 eevprace) 750 750
P13.EE 750 250
MPp12 eep13.£E) 750 750
P13.EE 750 -
P14.EE 750 >750
MP 13 eevpracr) 750 750
P13.EE 750 -
P15.EE 500 500
MPp13 ee+p15.£6) 500 500
P14.EE 750 >750
P15.EE 500 500
MPp14 ee+p15.£6) 500 750
P11.EE 750 500
P12.EE >1000 750
P13.EE 750 750
MPp11 e p13er) 750 750
P11.EE 750 500
P12.EE >1000 750
P13.EE 750 750
P14.EE 750 >750
P15.EE 500 500
MPp11 ee . p1s.ee) 500 750

*S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae; C. albicans — Candlida albicans.
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Apéndice B - Caracterizacao quimica e bioldgica das misturas de extratos de

propolis do Gerés.

Tabela B1: Teores de polifenois totais das misturas com extratos do propolis do Gerés recolhido nos anos
de 2011 a 2015. Os valores encontram-se expressos em mg de equivalentes de acido galico por g de
extrato, sendo estes apresentados na forma de média+desvio padrao de 3 ou mais réplicas independentes.
Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada G.EE constituinte da mistura, ja

apresentados no Anexo |l, Tabela Il.1.

Amostras

G11.EE
G13.EE

MGc11 ee+a13.66)

Gl1.EE
Gl4.EE

MGc11ee+c14.E6)

Gl1.EE
G15.EE

MGc11 ee+a15.E6)

G13.EE
GI15.EE

MGic13ee+a15.66)

Gl4.EE
GI15.EE

MGc14.ee+615.E6)

GI1.EE
GI2.EE
GI3.EE

MGc11.ex - c13.66)

GI1.EE
GI2.EE
Gl4.EE

mG(Gl 1.EE+G12.EE+G14.EE)

Gl1.EE
GI2.EE
GI13.EE
Gl4.EE
GI15.EE

MGc11.ex - 15.66)

mg EAG/ g extrato

113,4 + 14,3
116,5+ 5,6

138,9 + 12,2
113,4+ 14,3
92,2+19,4

162,7 + 8,4
113,4 + 14,3
1758+ 17,0

154,9 + 13,1
116,5+5,6
1758+ 17,0

120,0 + 13,9
92,2+19,4
1758+ 17,0

154,8 + 11,1
113,4 + 14,3

125,1 + 19,5
116,5+5,6
152,2 + 14,7
113,4 + 14,3
125,1 + 19,5
92,2+19,4
128,7 + 17,8
113,4 + 14,3
125,1 + 19,5
116,5+5,6
92,2+19,4
1758+ 17,0

150,7 +9,7

100



7. Apéndices

Tabela B2: Teores de flavondides das misturas com extratos do prépolis do Gerés recolhido nos anos de
2011 a 2015. Os valores encontram-se expressos em mg de equivalentes de quercetina por g de extrato,
sendo estes apresentados na forma de média+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas independentes. Para
facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada G.EE constituinte da mistura, ja apresentados
no Anexo Il, Tabela I1.2.

Amostras mg EQ/ g extrato
G11.EE 42,1452
G13.EE 57,4431

MGg11 ee+c13.£6) 62,1 +2,8
G1L.EE 42,1452
G14.EE 58,6 +2,8

MGici1 ee+614.66) 58,2+1,4
GI1.EE 42,1452
G15.EE 79,7 +9,6

MGic11 ee+615.E6) 68,3 + 0,7
G13.EE 57,4+ 31
G15.EE 79,7+ 9,6

MGic13.ee+615.6) 65,5+1,5
G14.EE 58,6+ 2,8
G15.EE 79,7 +9,6

MGic14.e6+615.E6) 62,1 +0,8
G1L.EE 42,1452
G12.EE 497 + 3,0
G13.EE 57,4+ 3,1

MGg11.ee. G13.Ex) 64,3 + 0,7
G1L.EE 42,1452
G12.EE 497 + 3,0
Gl4.EE 58,6 + 2,8

MGic11 Er+a12.EE4614.EF) 58,0+5,8
G1L.EE 42,1452
Gl12.EE 49,7 +3,0
G13.EE 57,4+3]1
G14.EE 58,6 + 2,8
G15.EE 79,7 £ 9,6

MGic11 ke c15.66) 60,9 +4,5
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Tabela B3: Capacidade de capturar radicais livres de DPPH das misturas com extratos de propolis do
Gerés. O potencial antioxidante foi expresso em valores de IC,, (ug/ ml), sendo estes exibidos na forma
meédia+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas independentes. Para facilidade de analise, incluem-se valores
obtidos para cada G.EE constituinte da mistura, ja apresentados no Anexo Il, Tabela II.3.

Amostras IC., (ng/ ml)
Gl11.EE 17,8 +0,8
G13.EE 25,2 +25

MGg11 ee+c13.£6) 13,7 £+ 0,9
G11.EE 17,8+0,8
G14.EE 16,5+ 0,8

MGg11 ee+c14.£6) 12,6 + 0,7
Gl11.EE 17,8 £ 0,8
G15.EE 19,7 + 8,8

MGc11.ee+a15.E6) 11,8 +0,8
G13.EE 25,2 +25
G15.EE 19,7 +8,8

MGc13 ee+c15.E6) 13,0+0,9
G14.EE 16,5+0,8
G15.EE 19,7 + 8,8

MGic14.6+615.E6) 12,1+1,3
Gl11.EE 17,8 £ 0,8
G12.EE 14,4+ 0,6
GI13.EE 252+25

MGg11.eE-c13.66) 133+1,4
Gl11.EE 17,8 £+ 0,8
G12.EE 14,4+ 0,6
Gl4.EE 165+0,8

MGig11.£E+612.EE+G14.EE) 13,1+1,7
Gl11.EE 17,8 £+ 0,8
G12.EE 14,4+ 0,6
GI13.EE 252+25
Gl14.EE 16,5+0,8
G15.EE 19,7+ 8,8

MGg11.ee .- c15.E6) 13,6 +1,8
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Tabela B4: Valores de MIC (ug/ ml) das misturas de prépolis da regiao do Gerés contra bactérias Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina e £scherichia coli. Para facilidade de analise, incluem-se
valores obtidos para cada G.EE constituinte da mistura, ja apresentados no Anexo I, Tabela II.4.

- Gram-
Gram-positivas .
negativa
B. B. B. P. S.
Amostras . : MRSA E. coli
subtilis cereus megaterium acnes aureus
Gl1.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G13.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
MGic11.ee+613.6) 25 NR NR >100 >500 1500 1500
Gl1.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
Gl4.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
MGic11 ee+c14.6) 25 NR NR >100 >500 1500 1500
G11.EE 50 50 50 —— 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGc1; eerc1s.E6) 25 NR NR >100 200 1500 1500
G13.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGic3 £e+615.6) 25 NR NR >100 750 1500 1500
G14.EE 50 50 50 —— 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGig14.ce+c15.6) 25 NR NR >100 750 2000 2000
G11.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G12.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G13.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
MGic11ex. c13.66) 25 NR NR >100 >500 1500 2000
G11.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G12.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
Gl4.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
MGe11 ee+612.EE+614.EE) 25 NR NR >100 >500 1500 1500
G11.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G12.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G13.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G14.EE 50 50 50 — 200 >2000 >2000
G15.EE 50 50 50 50 750 >1250 >1250
MGc1; ke c15.66) 25 25 >100 100 >500 2000 2000
*NR - N&o Realizado; — - Sem informacao;

*B. subtilis — Bacillus subtilis, B. cereus — Bacillus cereus, B. megaterium — Bacillus megaterium, P. acnes - Propionibacterium
acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus; MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina; £. coli- Escherichia coll.
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Tabela B5: Atividade antifungica das misturas de extratos etandlicos de propolis do Gerés contra
Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. A atividade antimicrobiana foi expressa em termos de
valores de MIC (ug/ ml). Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada G.EE constituinte
da mistura, ja apresentados no Anexo Il, Tabela II.5.

Amostras S. cerevisiae C. albicans
G11.EE >2000 >2000
G13.EE >2000 >2000

MGg11.ee+c13.66) 1500 1500
G11.EE >2000 >2000
G14.EE >2000 >2000

MGg11.ee+c14.66) 1500 1500
G11.EE >2000 >2000
G15.EE >1500 1000

MGc11 e+c15.66) 1500 1500
G13.EE >2000 >2000
G15.EE >1500 1000

mG(Gls.EE+G15_EE) 1500 1500
G14.EE >2000 >2000
G15.EE >1500 1000

MGg14.6+615.66) 1500 1500
G11.EE >2000 >2000
G12.EE >2000 >2000
G13.EE >2000 >2000

MGc11.ex - 13.66) 1500 1500
G11.EE >2000 >2000
G12.EE >2000 >2000
G14.EE >2000 >2000

MGg11.E6+612.E6+G14.EE) 1500 1500
GI1.EE >2000 >2000

G12.EE >2000 >2000

G13.EE >2000 >2000

G14.EE >2000 >2000

G15.EE >1500 1000
MGG11.ec - G15.66) 1500 1500

*S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae; C. albicans — Candlida albicans.
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Apéndice C - Caracterizacao quimica e bioldgica das misturas de extratos de

propolis do Pereiro e do Gerés.

Tabela C1: Teores de polifendis totais das misturas com extratos do prépolis do Pereiro e do Gerés
recolhido nos anos de 2011 a 2015. Os valores encontram-se expressos em mg de equivalentes de acido
galico por g de extrato, sendo estes apresentados na forma de média+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas
independentes. Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE e G.EE constituinte
da mistura, ja apresentados nos Anexos | e Il, Tabelas I.1 e Il.1, respetivamente.

Amostras mg EAG/ g extrato
P14.EE 98,0+ 2,1
G15.EE 1758 +17,0

M(p14.EE+G15.EE) 122,5 + 5,4
P15.EE 151,5+6,9
G13.EE 116,5+5,6

M(p15.EE+G13.EE) 135,5+ 8,6

Tabela C2: Teores de flavondides das misturas com extratos do propolis do Pereiro e do Gerés recolhido
nos anos de 2011 a 2015. Os valores encontram-se expressos em mg de equivalentes de quercetina por
g de extrato, sendo estes apresentados na forma de média+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas
independentes. Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE e G.EE constituinte
da mistura, ja apresentados nos Anexos | e Il, Tabelas I.2 e I1.2, respetivamente.

Amostras mg EQ/ g extrato
P14.EE 447+ 12,0
G15.EE 79,7 +9,6

M(p14.EE+G15.EE) 75,5 +5,1
P15.EE 101,8 £ 4,2
GI3.EE 57,4+ 3,1

M(p15.66+G13.EE) 95,5+3,9
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Tabela C3: Capacidade de capturar radicais livres de DPPH das misturas com extratos de propolis do
Pereiro e do Gerés. O potencial antioxidante foi expresso em valores de IC,, (ug/ ml), sendo estes exibidos
na forma média+desvio padrdo de 3 ou mais réplicas independentes. Para facilidade de analise, incluem-
se valores obtidos para cada P.EE e G.EE constituinte da mistura, ja apresentados nos Anexos | e Il, Tabelas

[.3 e II.3, respetivamente.

Amostras IC., (ng/ ml)
P14.EE 20,3+0,3
G15.EE 19,7 + 8,8

M (p14.EE+615.EE) 154+1,5
P15.EE 10,3+1,7
G13.EE 252 +2,5

M (p15.EE+613.EE) 15,3+2,0

Tabela C4: Valores de MIC (ug/ ml) das misturas de propolis da regidao do Pereiro e do Gerés contra
bactérias Bacillus subtilis, Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina e £scherichia coli. Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada
P.EE e G.EE constituinte da mistura, ja apresentados nos Anexos | e Il, Tabelas 1.4 e 1l.4, respetivamente.

Gram-positivas Gram-negativa

Amostras B. subtilis P. acnes S. aureus MRSA E. coli
P14.EE 100 — 500 —_ —_
G15.EE 50 50 >750 >1250 >1250

M (p14.£E+615.EE) 50 500 500 1000 1000
P15.EE 500 200 750 >1250 >1250
G13.EE 50 — 200 >2000 >2000

M(p15.EE+G13.EE) 200 500 750 1000 1500

*— - Sem informacao;

*B. subtilis — Bacillus subtilis, P. acnes - Propionibacterium acnes, S. aureus - Staphylococcus aureus, MRSA - Staphylococcus
aureus resistente a meticilina; £. coli- Escherichia coli.
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Tabela C5: Atividade antifungica das misturas de extratos etanolicos de propolis do Pereiro e do Gerés
contra Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. A atividade antimicrobiana foi expressa em termos
de valores de MIC (ug/ ml). Para facilidade de analise, incluem-se valores obtidos para cada P.EE e G.EE
constituinte da mistura, ja apresentados nos Anexos | e Il, Tabelas 1.5 e 1.5, respetivamente.

Amostras S. cerevisiae C. albicans
P14.EE 750 >750
G15.EE >1500 1000

M(p14.EE+G15.EE) 1500 1000
P15.EE 500 500
G13.EE >2000 >2000

1500 1500

M(p15.EE+G13.EE)

*S. cerevisiae — Saccharomyces cerevisiae; C. albicans — Candlida albicans.
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