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A própolis vermelha, presente no litoral do nordeste brasileiro, representa uma nova variedade de própolis 

brasileira e tem sido estudada desde 2006, apresentando excelente atividade antimicrobiana. O objetivo 

deste trabalho foi desenvolver e avaliar o potencial antifúngico de formulações tópicas contendo este 

produto apícola. Os resultados da análise dos flavonóides indicaram que o conteúdo de flavonas e 

flavonóis no produto foi em torno de 1,8%. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente à Candida 

albicans pelo método de difusão em disco obtendo halo de inibição de 13,18 mm ± 2,14 em 600 µg e a 

concentração fungicida mínima (CFM) foi 647,5 µg/mL. A formulação foi desenvolvida utilizando como 

excipientes o creme Lanette
®
, creme Polawax

®
, o creme-gel Hostacerin

®
, o gel Aristoflex

®
 e o gel 

Natrosol (hidroxietilcelulose). A formulação com própolis vermelha que apresentou melhor estabilidade, 

impressão global e atividade antifúngica (halo de inibição de 16,33 mm ± 0,58) foi a desenvolvida com o 

creme Lanette
®
. 

Palavras-chave: Atividade Antifúngica, Formas Farmacêuticas Semi-sólidas, Própolis vermelha. 

 

Evaluation of antifungal activity of semisolid formulations containing hydroalcoholic extract of red 

propolis  

 

Red propolis, found in Brazilian Northwest coast, is a new variety of Brazilian propolis and has been 

studied since 2006, presenting excellent antimicrobial activity. The aim of this work was the development 

and evaluation of antifungal activity of topical formulations containing red propolis extract. The total of 

flavonoids found on red propolis extract was 1.8%. The antimicrobial activity was performed against 

Candida albicans by diffusion method and showed inhibition zone of 13.18 mm ± 2.14 at 600 µg and the 

minimum fungicidal concentration (MFC) was 647.5 µg/ mL. The formulation was developed using as 

excipients the Lanette™ cream, Polawax™ cream, Hostacerin™ cream-gel, the Aristoflex™ gel and 

Natrosol™ gel (hydroxyethylcelullose). The formulation containing red propolis that presented the best 

stability and antifungal activity (inhibition zone of 16.33 mm ± 0.58) was with Lanette™ cream. 

Keywords:Antifungal Activity, pharmaceutical semisolid dosage forms, Red Propolis. 

1. INTRODUÇÃO 

Os produtos naturais possuem ampla aplicação terapêutica por apresentarem atividade 

antimicrobiana frente a diferentes micro-organismos e por serem uma alternativa viável para o 

tratamento de inúmeras doenças infecciosas [1,2]. Diversos estudos têm indicado que a própolis 

possui um grande potencial terapêutico, destacando-se as atividades anti-inflamatória [3], 

antimicrobiana e antioxidante [4,5,6].  

A composição da própolis é determinada especialmente pelas características fitogeográficas 

presentes ao redor da colmeia, porém pode variar sazonalmente em uma mesma localidade, o 

que proporciona uma variação em suas atividades farmacológicas [7,8]. Atualmente existem 13 

diferentes tipos de própolis catalogadas no Brasil, sendo esta variação decorrente da 

biodiversidade e das dimensões geográficas do país [9-11]. A própolis verde é a mais estudada, 

porém a própolis vermelha tem despertado grande interesse, por ser uma variedade mais rara 
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encontrada nos estados de Alagoas e Sergipe. Estudos recentes relatam que esta variedade tem 

apresentado atividades antioxidante e antimicrobiana positivas em testes preliminares in vitro, 

sugerindo que este produto também apresenta potencial farmacológico e composição rica em 

compostos bioativos [11-16].  

Vários medicamentos com ação antifúngica para o tratamento da candidíase encontram-se no 

mercado, dentre estes os mais utilizados são fluconazol, itraconazol e nistatina. Entretanto, o 

uso da própolis como medicamento contra a candidíase pode ser uma alternativa aos demais 

tratamentos [7, 17-20]. 

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo testar a atividade antimicrobiana da 

própolis vermelha sergipana frente à Candida albicans, desenvolver formulações semi-sólidas 

de uso vaginal contendo este ativo e verificar o potencial antifúngico das mesmas. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Material  

 

Foram utilizadas amostras de própolis vermelha, provenientes de apiário situado no 

município de Brejo Grande/Sergipe/Brasil (S – 10º28’25’’ e W – 36º26’12’’), coletadas em 

dezembro de 2006. O material foi armazenado em frasco âmbar previamente identificado 

e em seguida conservado sob refrigeração. Os excipientes utilizados para a preparação das 

formas farmacêuticas vaginais foram o creme Polawax
®
, o creme Lanette

®
, creme-gel 

Hostacerin SAF
®
, gel de hidroxietilcelulose (Natrosol) e gel de Aristoflex

®
 todos adquiridos em 

uma farmácia de manipulação da cidade de Aracaju/SE. Foram utilizados meios de cultura Ágar 

Sabouraud e Brain Heart Infusion (BHI). 

 

2.2 Obtenção do extrato seco de própolis 

 

Os extratos hidroalcoólicos de própolis vermelha (EHPV) foram obtidos conforme descrito 

por Brito et al. [21]. Amostras de 2 g de própolis vermelha foram pesadas e um volume de 200 

mL de uma solução etanol a 70% foi adicionado. A extração foi realizada durante um período 

de 24 horas em temperatura ambiente. Após este período, o solvente foi eliminado por 

rotaevaporação e o rendimento calculado em relação à massa inicial da própolis antes da 

extração e expresso em porcentagem. 

 

2.3 Determinação da concentração de flavonóides 
 

O teor de flavonóides no EHPV foi determinado pelo método espectrofotométrico no 

comprimento de onda 415 nm de acordo com a metodologia descrita por Kosalec et al [22]. O 

extrato diluído 1:10 (0,5 mL) foi incubado com nitrato de alumino 10% (m/v) (0,1 mL), etanol 

95% (v/v) (1,5 mL), acetato de potássio 1 mol/L (0,1 mL) e água destilada (2,8 mL) por 40 

minutos em temperatura ambiente. Os resultados foram expressos em equivalente de quercetina. 

Para obtenção da curva padrão foram utilizadas soluções de quercetina em diferentes 

concentrações (20, 40, 60 e 80 e 100 µg/mL) seguindo o mesmo procedimento descrito para a 

amostra. Todas as análises foram realizadas em triplicata.  

 

2.4 Desenvolvimento da forma farmacêutica 
 

Foram utilizadas 5 bases cosméticas para incorporação do EHPV, sendo duas emulsões 

(creme Lanette
®
 e creme Polawax

®
), um creme-gel (Hostacerin

®
) e dois géis (Aristoflex

®
 e 

Natrosol
®
). Foi preparada uma solução a 7,5% a partir do EHPV, usando como solvente o álcool 

etílico absoluto. A incorporação foi realizada por meio de diluição geométrica, gerando uma 

concentração final de 5 mg de própolis/g de base. Formulações com pH 4,4 também foram 

preparadas utilizando solução de ácido cítrico a 1% para ajuste.  
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As formulações obtidas foram avaliadas em relação às suas características macroscópicas, 

tais como separação de fases, precipitação ou turvação, ressecamento, pH, consistência e cor 

[23]. A determinação da viscosidade aparente das formulações foi realizada utilizando 

viscosímetro rotativo Visco Star-R Modelo: V 10002 (Fungilab S.A.) com “spindle” R7 ou R6, 

a 20˚C. A velocidade de cisalhamento aplicada foi entre 0,3 a 200 RPM, com 2 minutos de 

intervalo entre cada medição. As determinações da viscosidade foram realizadas em triplicata 

[24]. As estabilidades física e térmica das formulações foram avaliadas por centrifugação (High 

Speed Brushless Centrifuge MPW-3505) a 2325 x g durante 10 minutos nas temperaturas de 25 

e 35ºC. 

 

2.5 Avaliação da atividade antifúngica do EHPV e das formulações 
 

A cepa de Candida albicans (ATCC 10231) utilizada para os testes microbiológicos foi 

proveniente do Laboratório de Materiais de Referência da Fundação Osvaldo Cruz – INCQS 

(Rio de Janeiro). 

A atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusão em disco de acordo com o 

método descrito anteriormente [25, 26]. Após o revigoramento da cepa, o inóculo foi ajustado 

de acordo com a escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10
8
 UFC) em solução salina. 30 µL desta 

cultura foram inoculados por espalhamento em placas contendo ágar Sabouraud, nas quais 

foram depositados discos de papel filtro impregnados com soluções de extrato de própolis 

vermelha contendo 80, 200, 400 e 600 µg e incubados por 24 horas a 37ºC. A atividade 

inibitória foi determinada pela medição da zona de inibição.     

Para determinação da concentração fungicida mínima foram utilizados tubos contendo 5,0 

mL do caldo BHI, 4 mL de solução de própolis vermelha, seguido de diluição seriada gerando 

concentrações entre 290 e 14.800 µg.mL
-1

 de própolis [27]. Foi adicionado aos tubos 1 mL de 

inóculo a 0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10
8
 UFC) e incubado por 37ºC/24 horas [28, 29]. 

Após este período, 100 μL dos conteúdos dos tubos foram inoculados em superfície em placas 

de ágar Sabouraud e incubados a 37ºC/24 horas, sendo este experimento realizado em duplicata. 

Após o período de incubação, foram observadas as placas que apresentaram crescimento 

fúngico. 

A avaliação da atividade antifúngica das formulações foi realizada seguindo a metodologia 

descrita por Pereira e Gomez [30], com algumas modificações. Foram adicionados 0,2 mL de 

amostra em poços com 5 mm de diâmetro perfurados no ágar Sabouraud previamente inoculado. 

As amostras testadas foram Hostacerin SAF
®
 base, Hostacerin SAF

®
 com Nistatina 25.000 

UI/g, Hostacerin SAF
®
 com própolis 5mg/g pH 4,3 e Hostacerin SAF

®
 com própolis 5mg/g pH 

6,2, Lanette
®
 base, Lanette

®
 com Nistatina 25.000 UI/g, Lanette

®
 com própolis 5 mg/g pH 4,3 e 

Lanette
®
 com própolis 5 mg/g pH 6,2. As placas foram incubadas a 37º C/24 horas e a inibição 

foi detectada pela presença de halos ao redor dos poços. O experimento foi realizado em 

triplicata. 

 

2.6 Análise Estatística 

 

A diferença da atividade de extratos de própolis e das formulações foi analisada usando 

ANOVA one-way seguida por teste de Tukey (p<0,05). 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Comparando-se os dados deste trabalho com os valores da Legislação Vigente [31], 

constatou-se que os resultados obtidos para teor de cinzas e umidade estão dentro dos limites 

estabelecidos, ou seja, apresentaram 6,47 % ± 1,31 para umidade, onde o máximo permitido é 

de 8% e 4,39% ± 0,67 para cinzas, onde o máximo permitido é de 5%. 

Em relação ao rendimento, a amostra obteve resultado de 43,5%, apresentando valor acima 

do esperado (mínimo de 35%), mostrando-se solúvel no solvente extrator. O teor de flavonóides 

em amostras de extrato seco deve apresentar no mínimo de 0,25% (m/m) e na própolis no 
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mínimo 0,5% (m/m). O teor obtido no extrato etanólico próximo a 2%, caracteriza-o como um 

extrato que possui médio teor de flavonóides.  

A formulação da própolis em gel Natrosol
®
 e Aristoflex

®
 apresentou imediata separação de 

fases. Durante o procedimento de incorporação, foi observada a incompatibilidade da solução de 

própolis vermelha com as referidas bases. No processo de espatulação, houve precipitação de 

própolis, gerando resíduos na formulação final. Esse evento foi ocasionado devido aos 

componentes do extrato seco de própolis vermelha que apresentam baixa solubilidade em água. 

Apesar da utilização de um co-solvente (propilenoglicol), o qual propicia a total solubilização 

do extrato de própolis vermelha, o alto teor de água na formulação diminui a estabilidade do 

sistema, facilitando a precipitação do material. Microscopicamente os géis possuem alto teor de 

resíduos de própolis, entretanto diferentemente do Natrosol
®
, o gel Aristoflex

®
 não apresentou 

separação de fases e sim uma baixa solubilidade da própolis da dispersão polimérica. 

Na incorporação em creme-gel Hostacerin SAF
®
, utilizando a solução de própolis para 

incorporação, foi observada boa incorporação do produto com quantidade mínima de resíduos. 

A formulação com Hostacerin
®
 não apresentou precipitação após procedimento de 

incorporação. Microscopicamente a formulação em Hostacerin
®
 se assemelha ao gel de 

Aristoflex
®
, mas com uma quantidade muito inferior de resíduos, isso se deve provavelmente ao 

conteúdo lipofílico do creme-gel. A diminuição do conteúdo aquoso facilitou a incorporação da 

própolis e solubilização da mesma no meio. 

Durante a incorporação nos cremes Polawax
®
 e Lanette

®
 foi observada uma boa interação das 

bases com o extrato de própolis. Não existiu separação de fases e precipitação, apenas uma 

pequena quantidade de resíduos na formulação final. Microscopicamente foi observada uma 

pequena quantidade de própolis não solubilizada na formulação com o Polawax
®
. 

O odor antes e após a incorporação da própolis nas bases não foi alterado e a alteração da cor 

foi devido à característica intrínseca do extrato incorporado. As formulações de própolis com 

creme Lanette
®
, creme-gel Hostacerin SAF

®
 e creme Polawax

®
 foram as que apresentaram 

melhor impressão global, sendo as mesmas selecionadas para avaliação da atividade 

antimicrobiana.  

O pH das bases Lanette
®
, Hostacerin

®
 e Polawax

®
, foram 6,3, 6,3 e 6,1, respectivamente. 

Após incorporação da própolis nas três bases, foi observado que não existiu variação no pH. 

Quando o pH das formulações foi diminuído para cerca de 4,3, foram observadas mudanças na 

coloração sem comprometimento da aparência do produto final. 

Em relação à estabilidade física do produto, foi observado que os cremes Lanette
®
 e 

Hostacerin
®
 apresentaram estabilidade superior ao creme Polawax

®
 quando submetidos a 

condições de estresse térmico e mecânico. O creme Polawax
®
 apresentou separação de fases 

após 10 minutos de centrifugação na temperatura de 33ºC. As demais bases testadas não 

apresentaram separação de fases até a temperatura de 35ºC.   

Para todas as bases e formulações testadas, os resultados do perfil reológico evidenciaram 

fluxo não newtoniano, com variação da viscosidade com o grau de cisalhamento aplicado, sendo 

que a tensão e o gradiente de cisalhamento não foram diretamente proporcionais, originando 

diferentes valores de viscosidade. Assim, as bases gel Aristoflex
®
, gel Natrosol e creme-gel 

Hostacerin
®
 apresentaram fluxo não newtoniano do tipo pseudoplástico tempo independente, 

com diminuição da viscosidade com o aumento do grau de cisalhamento. Os cremes Lanette
®
 e 

Polawax
®
 também apresentaram fluxo não newtoniano do tipo pseudoplástico, porém 

apresentaram área de histerese, demonstrando um comportamento tempo dependente. Os cremes 

possuem uma viscosidade menor que as dos géis e uma menor capacidade de retornar a forma 

original no tempo do experimento. São classificados como tixotrópicos. Os géis apresentaram 

melhor desempenho reológico, e devido a essa característica são amplamente utilizados como 

veículos [32]. 

As formulações semi-sólidas possuem propriedades adequadas para o uso tópico, pois se 

deformam facilmente quando aplicados. No caso das formulações testadas, uma pequena tensão 

é capaz de diminuir acentuadamente a viscosidade. Desta forma, o material flui com facilidade. 

No momento que a tensão é retirada, rapidamente o material se reestrutura e retorna a 

viscosidades maiores. Neste momento o material já foi aplicado e deve permanecer no ambiente 

vaginal, sem escorrer.  
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O creme Lanette
®
 apresentou menor viscosidade após incorporação da própolis, porém o 

ajuste de pH não alterou significativamente a viscosidade aparente (Figura 1). 
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Figura 1: Viscosidade do creme Lanette

®
, creme Lanette

®
 após incorporação do extrato de própolis e 

creme Lanette
®

 contendo própolis e com pH ajustado em 4,3. 

 

O creme Polawax® apresentou perfil reológico muito semelhante, com ligeiro aumento de 

viscosidade após incorporação do extrato de própolis e ajuste de pH (Figura 2). 
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Figura 2: Viscosidade do creme Polawax
®

, creme Polawax
®

 após incorporação do extrato de própolis e 

creme Polawax
®

 contendo própolis e com pH ajustado em 4,45. 

 

O creme gel Hostacerin SAF® apresentou comportamento semelhante ao dos géis, sendo que 

após incorporação da própolis e alteração de pH não houve alteração no perfil reológico (Figura 

3).   
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Figura 3: Viscosidade do creme-gel Hostacerin
®

, creme-gel Hostacerin
®

 após incorporação do extrato 

de própolis e creme-gel Hostacerin
®

 contendo própolis e com pH ajustado em 4,4. 

A própolis vermelha apresentou halos com tamanho entre 9,65 a 13,18 mm contra C. 

albicans (Figura 4). Não foi evidenciada a existência da relação dose-resposta utilizando o 

método de difusão em discos, uma vez que massas entre 80 e 600 µg foram aplicadas, 

apresentando resultados estatisticamente semelhantes (p<0,05).  

 

Figura 4: Diâmetros dos halos de inibição em mm de extrato hidroalcoólico de própolis vermelha em 

Candida albicans. Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão. 

Comparando o maior halo de inibição da própolis vermelha do estado de Sergipe (13,18 ± 

2,14 mm para 600 µg) com o menor obtido por Salomão et al. [33] que testou amostras de 

própolis vermelha oriundas de Alagoas para inibição de Candida albicans (halo de 21 mm para 

400 µg) observou-se importante diferença no halo de inibição. Isto pode ter ocorrido devido ao 

procedimento de extração diferente, protegendo seu extrato da luz. Desta forma, pode-se 

aumentar a estabilidade dos constituintes presentes na amostra. Além disso, apesar dos estados 

em questão (Alagoas e Sergipe) serem muito próximos, a biodiversidade é fator fundamental e 

que afeta a qualidade dos constituintes presentes no produto. Segundo Pereira et al. [34] e 

Castro et al. [35] a composição química da própolis varia de acordo com a flora regional, a 

sazonalidade, o manejo e espécie de abelha no apiário. No caso da própolis vermelha, sua 
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origem botânica não está totalmente elucidada, apesar de já estar correlacionada com espécies 

presentes no mangue [36]. 

Outro ponto que diferencia o presente trabalho do autor citado é a metodologia do ensaio 

microbiológico. Salomão et al. [33] realizou o ensaio utilizando poços contendo 200 µL de 

solução de própolis, enquanto que na técnica utilizada neste trabalho, o material foi aplicado em 

um disco de papel de filtro, e portanto apresentou-se na forma sólida. Sabe-se que a forma de 

apresentação do material pode interferir no perfil de resposta, pois a transferência de massa no 

meio líquido é favorecida em relação ao meio sólido. Farias, Buffon e Cini [37] testaram a 

nistatina a 100.000 UI/ mL (150.000 UI) utilizando método do poço. O halo de inibição 

apresentado foi de 17 mm para Candida albicans. A nistatina é um fármaco comumente 

utilizado para candidíase.  

Em relação à concentração fungicida mínima (CFM), foi observado que a partir da 

concentração 647,5 µg/mL não houve crescimento fúngico após o período de incubação de 

cinco dias. Ota et al. [38] estudaram extratos etanólicos de própolis verde de doze diferentes 

regiões do Brasil obtendo as concentrações mínimas fungicidas de 3800 µg/mL em C. albicans 

e 9000 µg/mL em Candida sp respectivamente, podendo-se considerar significativo o resultado 

obtido neste trabalho. 

A concentração de flavonóides nas amostras é o que atribui à própolis sua atividade 

antimicrobiana [22, 39, 40]. Considerando o resultado do teor de flavonóides obtido na amostra 

estudada (1,87%± 0,26), conclui-se que a CFM em relação aos flavonóides foi de 12,10 µg/mL. 

Batista, Birman e Cury [40] em seus estudos concluíram que a CFM dos medicamentos 

fungicidas de referência no mercado para o tratamento de C. albicans, foram 0,15 µg/mL, 64 

µg/mL e 64 µg/mL para anfotericina B, cetoconazol e miconazol, respectivamente. Desta forma, 

observa-se que o EHPV estudado apresenta potencial fungicida comparável a outras substâncias 

já utilizadas.  

Após a realização dos ensaios microbiológicos nas formulações, foi observado que o creme-

gel Hostacerin SAF
®
 com própolis vermelha em diferentes pHs apresentou halos de inibição 

muito pequenos para C. albicans (Figura 5). Porém, a base sem incorporação de ativos 

apresentou halo de aproximadamente 10 mm, inibição esta, provavelmente resultante do 

conservante existente na base.  
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Figura 5: Diâmetros dos halos de inibição da Nistatina (controle positivo) e das formulações com 

própolis vermelha em Candida albicans em Hostacerin
®

 e Lanette
®

 em diferentes pHs. Os resultados 

foram expressos como média ± desvio padrão. Letras diferentes representam valores estatisticamente 

significativos p>0,05.  

 

Os resultados sugerem uma forte interação entre a base Hostacerin SAF
®
 e a própolis, o que 

pode ter ocasionado a inativação das substâncias com atividade antimicrobiana (Figura 5). A 

incorporação do extrato nesta base apresentou-se inefetiva frente a C. albicans, demonstrando 

que uma base inerte pode interagir com os ativos, alterando sua capacidade farmacológica. É 

imprescindível a seleção dos veículos farmacotécnicos ideais para cada substância, não somente 

do ponto de vista da estabilidade, custo e aparência, mas principalmente em relação a sua 

efetividade. 

Nesta mesma base, foi observado halo de inibição significativo para a nistatina (15 mm) 

compatível com os obtidos por Farias, Buffon e Cini [37]. Este resultado aponta que a referida 

base é compatível com o antimicrobiano, apesar de na base Lanette
®
, o mesmo ter apresentado 

halo de inibição superior (p<0,05). A escolha da base ideal deve ponderar os parâmetros acima 

relacionados (custo, aparência, estabilidade) com os dados da atividade do produto.  

 As formulações com o creme Lanette
®
 e a própolis vermelha apresentaram halo de inibição 

em torno de 16 mm resultado que demonstra perfeita compatibilidade da base com o ativo. O 

resultado da formulação contendo própolis foi significante quando comparado ao da formulação 

com nistatina, pois a concentração de flavonóides presentes no extrato foi de 0,019 mg/mL, 

suficiente para apresentar a ação fungicida, sendo aproximadamente sessenta vezes inferior a de 

nistatina (4400 UI – 1 mg) que foi de 1,14 mg/mL (p<0,001).  

No que diz respeito à influência do pH na formulação, a sua manutenção em torno de 4,5 é 

uma característica importante para as fórmulas vaginais, pois preserva o pH vaginal 

minimizando a proliferação de patógenos. Para as formulações de Lanette
®
, como pode-se 

verificar na figura 5, em testes in vitro, a alteração do pH não influenciou no resultado final de 

inibição do crescimento de C.albicans. 
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4. CONCLUSÃO 

Após observação dos resultados deste trabalho, concluiu-se que o extrato hidroalcoólico de 

própolis vermelha do litoral norte do estado de Sergipe inibiu o crescimento Candida albicans 

ATCC – 10231 in vitro e apresentou ação fungicida mínima de 647,5 µg/mL. Também foi 

observado que, dentre as bases estudadas, a que possui melhor característica físico-química para 

a incorporação e veiculação do ativo, sendo o melhor excipiente na ação antifúngica da própolis 

vermelha foi o creme Lanette
®
 (16,33 ± 0,58). 
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