UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

CURSO DE BACHARELADO EM QUIMICA

CAMILA DIEDRICH

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE PROPOLIS PRODUZIDAS
POR ABELHAS Apis mellifera SELECIONADAS

TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

PATO BRANCO
2015



MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
CAMPUS PATO BRANCO
CURSO DE QUIMICA BACHARELADO

CAMILA DIEDRICH

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE PROPOLIS PRODUZIDAS
POR ABELHAS Apis mellifera SELECIONADAS

Pato Branco — PR
2015



CAMILA DIEDRICH

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE PROPOLIS PRODUZIDAS
POR ABELHAS Apis mellifera SELECIONADAS

Trabalho de Conclusdo de Curso, apresentado a
Comisséo de Diplomacéo do Curso de Bacharelado
em Quimica da Universidade Tecnoldgica Federal
do Parana (UTFPR), Campus Pato Branco, como
requisito parcial para obtenc&o do titulo de Bacharel
em Quimica.

Orientador: Dr? Solange Teresinha Carpes
Co-orientador: Dr2 Tatiane L. C. Oldoni

Pato Branco — PR
2015



TERMO DE APROVACAO

O trabalho de diplomacéo intitulado ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE
EXTRATOS DE PROPOLIS PRODUZIDAS POR ABELHAS Apis mellifera
SELECIONADAS foi considerado APROVADO de acordo com a ata da banca
examinadora N° 10.2.215-B de 2015.

Fizeram parte da banca os professores.
Solange Teresinha Carpes
Tatiane Luiza Cadorin Oldoni

Amalia Soares dos Reis



AGRADECIMENTOS

Ao meu anjo e companheiro Cleber S. Schauss, por acreditar na minha

capacidade, me apoiar em todos os momentos e nao deixar faltar chocolate em casa.

Aos meus pais, Marcos e Marli, pelo apoio, carinho e incentivo desde sempre,
e aos meus irmaos, Marcos Juanior e Ana Carolina pelo companheirismo e cafés

compartilhados.

As Professoras Dr2. Solange Teresinha Carpes e Dr2 Tatiane Luiza Cadorin
Oldoni, pela orientacdo, co-orientacdo, atencao e paciéncia durante todas as etapas

do desenvolvimento deste trabalho.

Aos funcionarios e estagiarios do Laboratério de Qualidade Agroindustrial —

LAQUA, em especial a Roberta Roncatti, pelo espaco cedido, dedicacdo e amizade.

Aos professores da Coordenacdo de Quimica, pelo conhecimento

compartilhado durante os anos de graduacéao.

Aos colegas Sheila C. O., Suelen A., Matheus A. C., Anaclara P., Cristiane M.,

Amadlia S. R., Leticia D.S e Thariane B., pela parceria na pesquisa, ajuda e amizade.

Aos meus amigos da UTFPR, Sheila C. O., Leticia S., Aline P., Juliano S., Aline

C. L., Thiago C. Marilia E. R. e Ricardo V, pelo apoio e palavras de incentivo.

Aos meus amigos de intercambio, em especial Carolina A., Ana Luisa C. P. M.,

e Daniela R., por serem a minha familia no Canada.

Por fim, a todos aqueles que de alguma maneira fizeram parte da minha vida

durante os anos de graduacgéo.



EPIGRAFE

“De acordo com as leis da aviacdo, uma abelha ndo poderia voar de maneira
alguma. Suas asas sdo pequenas demais para levantar seu corpo gordinho do chéo.

Mas a abelha, é claro, voa assim mesmo. Porque as abelhas ndo ddo a minima para

0 que os humanos acham impossivel”.

Bee Movie



RESUMO

DIEDRICH, Camila. Atividade Antimicrobiana de Extratos de Prépolis Produzidas por
Abelhas Apis melifera Geneticamente Selecionadas. 2015. 33 f. Trabalho de
Concluséo de Curso (Bacharelado em Quimica Industrial) — Universidade Tecnoldgica

Federal do Parana. Pato Branco, 2015.

A propolis, produzida pelas abelhas como agente protetor da colmeia, vem sendo
utilizada desde a antiguidade por vérias civilizagbes. Entre os componentes da
propolis, encontram-se o0s compostos fendlicos, responsaveis pelas atividades
antioxidante e antimicrobiana da propolis. A Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana — campus Dois Vizinhos vem trabalhando na melhoria da qualidade do mel,
produzido por abelhas selecionadas Apis mellifera. Este trabalho teve como objetivo
verificar a atividade antimicrobiana dos extratos obtidos a partir de prépolis produzidas
em 2013 e 2015. ApOs a obtencédo do extrato nas condicGes 6timas de extracao, foi
desenvolvida a atividade antimicrobiana dos mesmos frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Salmonella bongori pelo método de microdiluicdo em
microplacas de 96 pocos para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Para os extratos com poder de
inibicdo, os valores de CIM variaram entre 0,31 a 2,5 mg.mL! para o Staphylococcus
aureus e de 1,25 a 5,0 mg.mL* para a Salmonella bongori. Os extratos 2015 foram
mais eficazes que os extratos 2013 quando determinada a CBM para o
Staphylococcus aureus, obtendo-se CBM entre 0,31 a 0,63 mg.mL. Nenhum dos
extratos foi eficiente no efeito bactericida da Salmonella bongori. Os resultados
obtidos demonstraram valores de CIM préximos aos encontrados na literatura, sendo
as bactérias Staphylococcus aureus mais sensiveis aos extratos do que as bactérias

Salmonella bongori.

Palavras-chave: Microdiluicdo, concentragdo inibitéria minima, concentragdo

bactericida minima.



ABSTRACT

DIEDRICH, Camila 2015. Antimicrobial Activity of Propolis Extract Produced by
Genetically Selected Apis mellifera Bees. 2015. 33 f. Course Conclusion Work
(Industrial Chemistry Bachelor) — Federal Technological University of Parana. Pato
Branco, 2015.

The propolis, produced by bees as a protector agent of the hive, has been used since
antiquity for several civilizations. Among the propolis components, are the phenolic
compounds, responsible for the antioxidant and antimicrobial propolis activities. The
Federal Technological University of Parana — campus Dois Vizinhos has been working
in the development of better quality honey, produced by selected Apis mellifera bees.
The objective of this study was to verify the antimicrobial activity of the extracts
obtained in 2013 and 2015, following the 23 factorial planning conducted for previews
works using this propolis. After the extract obtainment, using the optimal extraction
conditions, its antimicrobial activity was studied against Staphylococcus aureus and
Salmonella bongori using the microdilution in 96-wells method for the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
determination. For the extracts that showed inhibition power, the MIC values varied
between 0,31 and 2,5 mg.mL for Staphylococcus aureus and between 1,25 and 5,0
mg.mL* for Salmonella bongori. When the MBC was determined for Staphylococcus
aureus, the 2015 extracts were more effective than the 2013 extracts, obtaining MBC
between 0,31 and 0,63 mg.mL. None of the extracts was efficient in the bactericidal
effect of the Salmonella bongori. The results showed MIC values close to the ones
found in the literature, being Staphylococcus aureus more sensitive to the extracts than

Salmonella bongori.

Keywords: Microdilution, minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal

concentration.
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1 INTRODUCAO

O uso da prépolis vem sendo registrado desde a antiguidade pelas civilizacdes
inca, romana, grega e egipcia (BACAXIXI et al., 2011) devido as suas propriedades
antibacteriana, antifungica e antioxidante (SILVA et al., 2013). O termo propolis tem
sua origem nas palavras gregas pro (em defesa) e polis (cidade) (INOUE et al., 2007).
Na colmeia, esse material, que é formado por flores, pdlen, galhos, brotos e
exsudados de arvores e secrecoes salivares das abelhas, tem funcdo de protecéo
tanto contra agentes externos e fechamento de aberturas quanto no isolamento
térmico e desinfec¢do do ambiente interno da colmeia (NETO et al., 2002; LONGHINI
et al., 2007).

Embora a composicdo quimica da propolis, e por consequéncia suas
caracteristicas farmacologicas, variem de acordo com as condi¢des climaticas e de
vegetacao da regido onde a colmeia é formada (PORTILHO et al., 2013), sabe-se que
a mesma consiste basicamente em resinas, ceras, vitaminas, sais minerais,
compostos fendlicos, acidos graxos, alcoois aromaticos, ésteres e compostos volateis,
alterando-se suas proporgoes. (PINTO et al., 2001; SILVA et al., 2006). Dentre essas
substancias destacam-se os compostos fendlicos, compostos de grande interesse
biolégico, indicados como responsaveis pelo desempenho antimicrobiano e
antioxidante da prépolis (SILVA et al, 2006; FUNARI e FERRO, 2006).

Os produtos gerados pela abelha Apis mellifera vém sendo amplamente
estudados em virtude da importancia desses compostos na economia de
determinadas regifes do pais, uma vez que o Brasil desempenha papel importante na
producdo de distintas variedades de mel (BACAXIXI et al., 2011) e prépolis -
usualmente comercializada na forma de seu extrato alcodlico. Por conseguinte,
relevantes pesquisas no melhoramento desse produto tém sido efetuadas quanto a
genética das abelhas produtoras, visto que o peso da abelha rainha é fator
determinante na producédo de mel (SILVA et al., 2013; FERNANDES JUNIOR, 2006).

A atividade antimicrobiana vem sendo determinada em diversos tipos de
prépolis em diferentes regides do Brasil. Sendo a propolis responsavel pelo ambiente
asseptico da colmeia, espera-se desta alguma atividade frente a microrganismos.

Deste modo, este trabalho teve como objetivo analisar a atividade

antibacteriana dos extratos etanolicos da propolis produzidas por abelhas Apis
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mellifera selecionadas contra 0s microrganismos Sthaphylococus aureus e

Salmonella bongori.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A ABELHA Apis mellifera

Embora se estima que mais de 40 mil espécies de abelhas ainda ndo foram
identificadas, 20 mil espécies de abelhas sdo conhecidas. Destacando-se destas,
cerca de 2% foram identificadas como produtoras de mel, entre elas a Apis mellifera,
gue vem despertando interesse de pesquisadores nas Ultimas décadas. A abelha Apis
mellifera encontrada no Brasil € um hibrido proveniente da abelha africana, Apis
mellifera scutellata que acidentalmente cruzou com as abelhas oriundas da Europa,
como a Apis mellifera caucasica, a Apis mellifera ligustica e a Apis mellifera carnica
(CARPES, 2008; OLDONI, 2007).

Entre as caracteristicas que a abelha africanizada traz encontram-se a
tolerancia a doencas, a adaptacdo a climas frios e a alta produtividade, inclusive
durante as temporadas de inverno. Contudo, este hibrido herda algumas
caracteristicas agressivas das abelhas africanas, mais dificeis de lidar do que as
espécies europeias, exigindo ao apicultor maior cuidado e protecdo no manejo das
colmeias (EMBRAPA, 2003).

Sendo a abelha africana de maior produtividade, a introducdo da mesma nos
apiarios brasileiros acarretou em relevante aumento da producdo de mel, pélen e
geleia real, além de auxiliar na polinizagcédo de culturas como macé, pera, café e frutas
citricas, introduzindo a apicultura a produtores de todo o pais (MELLO, SILVA e
NATAL, 2003). Outro produto sintetizado pelas abelhas é a prépolis, que possui
significante valor comercial agregado e também produzido em maior quantidade pelas
abelhas africanizadas quando comparada a producdo das abelhas europeias
(MANRIQUE e SOARES, 2002).
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2.2 A PROPOLIS

Os produtos medicinais de origem natural vém sendo utilizados pelo homem
desde os primordios da civilizacdo, como auxiliares no tratamento e curas de diversas
doencas (BARBOSA et al, 2009). Com o desenvolvimento da medicina e o
aprimoramento das ciéncias modernas, estes compostos de origem natural passaram
a ser estudados profundamente e suas atividades foram descobertas, bem como,
seus possiveis usos foram sendo desmitificados e empregados cada vez mais
seguramente no cotidiano dos consultérios médicos, possibilitando entdo a producéo
de compostos ativos de plantas em laboratérios, acompanhando a demanda
crescente exigida pelo aumento constante da populacdo (VARGAS et al., 2004).

Embora a maioria dos produtos utilizados na medicina seja produzida por
laboratérios de alto nivel cientifico, atualmente existe grande interesse em tratamentos
com produtos naturais (PACKER e LUZ, 2007; RUAS, 2010; VARGAS et al., 2004).
Esses produtos podem ser encontrados tanto em farméacias de grandes centros,
guanto em feiras livres de cidades menores e até mesmo em peqguenos vilarejos. Os
produtos como chas, gargarejos, compressas, pomadas, infusdes para banhos entre
outros sdo alguns exemplos de aproveitamento de componentes oriundos da natureza
como plantas e a propolis (NETO et al., 2002).

A propolis consiste em um material resinoso de coloracdo variada entre
amarelo-esverdeado ao negro (INOUE et al., 2007) coletada por abelhas de diversas
espécies, entre elas a Apis mellifera, a partir de exsudados de arvores, brotos e flores
e os adiciona ao pélen e secrec¢fes salivares (PORTILHO et al., 2013; SILVA et al,
2013). Seu emprego vem sendo registrado desde os tempos de civilizacdes antigas
COmMO 0S gregos e romanos, que a utilizavam como cicatrizante, e 0s egipcios, que
empregavam a propolis no embalsamento dos mortos (FUNARI e FERRO, 2006).

As abelhas utilizam a prépolis como meio de protecdo, tanto de agentes
externos como insetos e no fechamento de aberturas na colmeia para proteger a
mesma do frio e calor excessivos, quanto de agentes internos, como no combate ao
crescimento de micro-organismos através da desinfeccdo e do eventual revestimento
de animais mortos que nédo podem ser retirados de seu interior (FERNANDES JUNIOR
et al., 2006; MARCUCCI, 1996). Deste modo, a propolis proporciona a colmeia um
ambiente asséptico, protegido e de temperatura suportavel (FUNARI e FERRO, 2006).
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Devido a diversidade da flora e variagfes climaticas entre as regides do vasto
territério brasileiro, a propolis produzida no Brasil foi classificada em 13 grupos
distintos, de acordo com as suas caracteristicas e atividades bioldgicas, provenientes
das diferencas na sua composicao quimica (ALENCAR et al., 2009).

A composicdo quimica e a coloracdo da prépolis variam de acordo com a
vegetacdo e clima do ambiente onde a colmeia esté localizada (PORTILHO et al.,
2013), além da espécie que a produz também interferir nas suas propriedades
(BARBOSA et al., 2009; NETO et al., 2008). Contudo, sabe-se que a mesma é
formada geralmente por resinas, ceras, ésteres, acidos graxos, aldeidos, aromaticos,
compostos fendlicos, minerais, acuUcares e vitaminas (PINTO et al., 2001),
componentes que agregam a propolis atividades de grande interesse farmacoldgico,
como antioxidante, antibacteriana e antifungica (ALENCAR et al., 2009; OLDONI,
2007; PINTO et al., 2001).

Na industria farmacéutica, a propolis vem sendo largamente utilizada no
preparo de extratos etandlicos e usualmente comercializados como tal (PEREIRA,
2008). J4 no que diz respeito a industria de cosméticos, a propolis tem seu uso
principal na formulagdo de creme dental, cremes cosméticos (antienvelhecimento)
(SOUZA e GONCALVES, 2008), sabonetes e outros cosméticos com acao
antimicrobiana. No que se diz respeito ao uso na industria de alimentos, a prépolis é
largamente utilizada como aditivo antioxidante de produtos de origem animal
(SANTOS et al., 2003) e vegetal (PEREIRA, 2008), além do uso como antimicrobiano
em racdo animal (FREITAS et al., 2009).

De acordo com PEREIRA (2008), para que a propolis possa ser utilizada na
formulacdo de alimentos, esta deve estar na forma de extrato para garantir que seus
componentes sejam digeriveis. A autora afirma ainda que o teor de alcool no extrato
deve ser baixo para garantir a qualidade do produto final, diferentemente da indlstria
farmacéutica.

Lacerda (2012) define antioxidante como uma substancia que, mesmo presente
em menor concentracdo do que os substratos oxidaveis, previne ou retarda a oxidacao
do mesmo. Portanto, sendo a oxidacao importante processo na producao de radicais
livres nos alimentos e organismos vivos, a presenca de antioxidantes desativa os
radicais livres, evitando mudancas indesejadas nos produtos alimenticios.

Muitos estudos vém sendo realizados com a propolis na substituicdo de

antioxidantes sintéticos como o BHA (butil-hidroxianisol), BHT (butil-hidroxitolueno),
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TBHQ (terc-butil-hidroquinona) e PG (propil galato) pois pesquisas cientificas apontam
uma alta toxicidade destes aditivos alimentares (SOARES, 2002). Desta forma, a
prépolis também vem sendo utilizada na conservacado de alimentos, substituindo
outros compostos antioxidantes como o tocoferol (Vitamina E), betacaroteno (pro-
vitamina A) e vitamina C (&cido ascérbico), também de origem natural, porém
extraidos a partir do uso de solventes organicos mais eficientes e mais toxicos, além
do alto custo na separacdo. Além disso, o uso de aditivos naturais permite a reducéo
do teor de nitritos adicionados aos produtos carneos (ALVES, 2009).

Entre os principais grupos de antioxidantes estdo os Compostos Fendlicos —
constituidos por grupos benzénicos com hidroxila substituinte que age como
antioxidante. Os compostos fendlicos sé&o divididos em dois grupos principais: Acidos
Fendlicos e os Flavondides. Os Flavonoides sdo responsaveis pela potente acao
antioxidante da prépolis e também estéo relacionados a cor adquirida pela propolis,
0s mais comuns encontrados na prépolis sdo a crisina, galanzina, ermanina, a
guercetina e a isaspinina (SILVA et al, 2013; OLDONI, 2007).

Os Acidos Fendlicos sdo mais abundantes na propolis brasileira do que os
flavonoides, sendo também atribuidos a estes as propriedades antioxidantes da
préopolis (PINTO et al., 2001). Entre os acidos fenolicos encontrados em amostras de

propolis estdo acido galico, vanilico e ferdlico (SILVA et al., 2013).

2.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Além dos compostos antioxidantes, a prépolis € vista como importante agente
antimicrobiano, sendo que estudos comprovam a influéncia da sazonalidade na
propolis e suas caracteristicas especificas variadas de acordo com a flora encontrada
na regido onde a colmeia se encontra (ROSALEN et al, 2007; SILVA et al, 2006).

A atividade antimicrobiana pode ser definida como a capacidade de uma
substancia que, uma vez adicionada ao meio em que determinado microrganismo se
encontra, inibe ou inviabiliza o seu crescimento (PELISSARI, 2008).

De acordo com Mendongca (2011), € garantida a propolis a sua acéo
antimicrobiana, independentemente de sua origem, pois a mesma age na protegéo e
desinfeccdo da colmeia, garantindo um ambiente asséptico, na protecdo contra fungos

e bactérias.
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As bactérias sdo organismos simples, unicelulares procariontes, autétrofas ou
heterétrofas, aerébias ou anaerdbias. S&o encontradas em todos os tipos de
ambiente, desde que haja condicbes de umidade e temperatura para que a sua
reproducéo aconteca (BRASIL, 2004). Estes microrganismos podem ser divididos em
gram-positivas e gram-negativas, de acordo com a estrutura da parede celular da
célula bacteriana (BRASIL, 2004). Nas bactérias gram-positivas a parede celular é
mais simples do que nas paredes celulares das bactérias gram-negativas, fazendo
com gue os antibioticos tenham acesso mais facil ao interior da célula bacteriana,
tornando as bactérias gram-negativas de maior dificuldade no controle de seu
crescimento e, consequentemente, as infeccdes geradas por estes microrganismos
(FERNANDES JR, 1995; PINTO et al, 2001).

Embora algumas espécies de bactérias sejam de grande importancia industrial,
outras sdo patogénicas a outros organismos vivos, inclusive ao ser humano,
ocasionando infec¢des de diferentes niveis (PINTO et al.,2001). Por este motivo, faz-
se necessario o desenvolvimento de materiais que possam inibir seu crescimento,
contendo assim estas infec¢oes.

Tratando-se da atividade antibacteriana da prépolis, pesquisas utilizando
distintos tipos de propolis indicam a acao mais eficiente de seus extratos quando frente
a bactérias gram-positivas (como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes e Bacillus cereus) do que quando comparadas com as gram-
negativas (exemplos: Pseudomonas aeruginosa, Aerobacter aerogenes e Escherichia
coli) (FERNANDES JR et al, 2006; PINTO et al, 2001).

Estudos realizados por Alencar et al (2009), apresentaram a alta atividade
antibacteriana da prépolis frente a bactéria Staphylococcus aureus. O trabalho
apresentado por Vargas et al (2004), por sua vez, mostrou a eficacia do extrato
etandlico de prépolis quando no combate a bactérias, sendo que cerca de 92% das
gram-positivas e aproximadamente 43% das gram-negativas foram identificadas
como sensiveis ao extrato. Entre as espécies sensiveis estdo as dos géneros
Staphylococcus, Nocardia, Streptococcus, Rhodococcus - gram-positivas -—
Pseudomonnas, Proteus, Escherichia — gram-negativas.

O uso prolongado de bactericidas sintéticos acarretou no aparecimento de
bactérias mutantes mais resistentes a alguns medicamentos de uso mais comum,
através da adaptacdo destes microrganismos a presenca destes (PEREIRA et

al.,2002). Deste modo, faz-se necessario a pesquisa constante de novos compostos
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antimicrobianos (PEREIRA et al.,2002), tanto farmacos complexos como os de origem
simples, como os extratos de plantas e prépolis (VARGAS et al, 2004). Por
conseguinte, com o desenvolvimento de novas metodologias de extracdo de vegetais
e a formulacdo de novos farmacos, o estudo da atividade antimicrobiana de novos
compostos é de suma importancia no combate a doengas de origem microbiana.

A atividade antimicrobiana da prépolis vem sendo largamente estudada através
da avaliacdo da acdo de seus extratos alcodlicos, aquosos e oleosos da mesma,
variando o solvente de acordo com o uso especifico do produto final.

De acordo com Rozatto (2012), um bom solvente na extragdo de compostos
bioativos deve ser de baixa toxicidade, rapida absorc¢ao fisioldégica do extrato e de facil
evaporacao do solvente. Na extracdo de compostos bioativos de prépolis pode-se
alterar diversos parametros em funcdo das diferentes metodologias empregadas
atualmente, tais como a concentragdo do solvente, a temperatura e o tempo de
extragdo (ESTEVINHO et al., 2012). Além disso, pode-se empregar diferentes
meétodos de extracdo dos compostos de interesse na propolis, tais como os métodos
de maceracao (PORTILHO et al., 2013), extracdo sélido liquido em Soxhlet (SILVA et
al., 2013) e supercritica (ANDREO e JORGE, 2006). Outro parametro que pode ser
variado na preparacao do extrato € o tipo de solvente utilizado, tais como hexano,
cloroférmio, etanol, metanol e Agua (AGUIAR et al., 2008).

No que se diz respeito a temperatura, 0s extratos podem ser obtidos através
de metodologias que empregam uso de temperatura ou que ocorrem a temperatura
ambiente, (ANDREO e JORGE, 2006). A temperatura influéncia nas taxas de difusao
da amostra no solvente, bem como na solubilidade da mesma, tendo relevancia
significativa no processo de extracdo. Em temperaturas muito baixas, pode nao
ocorrer a completa extracdo dos compostos bioativos da amostra, jA quando a
temperatura ultrapassa determinado valor, pode acontecer a degradacdo desses
compostos de interesse (OLDONI et al., 2015; ANDREO e JORGE, 2006).

Outro fator que também influencia nas condi¢cdes de extragdo é o tempo de
reacdo da mistura, pois quando este periodo é muito longo pode ocorrer a oxidagao
dos compostos de importancia biologica do extrato ((OLDONI et al., 2015; ANDREO
e JORGE, 2006).

A concentracdo do solvente interfere na solubilidade dos compostos de
interesse contidos na amostra, fazendo-se necessaria 0 estudo da solubilidade da

amostra especifica em cada concentragdo (LONGHINI, 2007).
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Contudo, devido a variada composi¢ao da propolis e de acordo com a origem
e o tipo da mesma, ndo ha como apontar a metodologia mais eficiente pois, a extracao
pode ser influenciada por diversos fatores como, no caso da propolis, a origem da

mesma e suas caracteristicas quimicas (ANDREO e JORGE, 2006).

2.4 FORMAS DE DETERMINACAO DA ACAO ANTIBACTERIANA DA PROPOLIS

A acao antimicrobiana de um composto é constatada pelo estabelecimento de
determinada substancia capaz de impedir ou desacelerar o crescimento de
determinado microrganismo. A quantidade necessaria para que essa inibicdo ocorra
€ denominada Concentracao Inibitéria Minima (OSTROSKY et al., 2008), ou seja, em
qual concentracao do extrato o microrganismo teve seu crescimento inibido.

Segundo Ostrosky et al. (2008), entre os métodos de avaliacdo da atividade
antimicrobiana de uma amostra estdo os métodos de difusdo em placas e de diluicédo
em caldo. Os métodos de difusdo em placas consistem em métodos de disco de papel
filtro - onde é realizada a adicdo de discos de papel filtro embebidos de solucdo
inibidora em placa de Petri contendo meio de cultura inoculado do microrganismo de
estudo e posterior medida do halo de inibicdo formado (PORTILHO et al., 2013) -e 0
método de orificio em agar, onde o crescimento do microrganismo pode ser observado
através de um orificio no agar acrescido de solucao inibidora (PACKER, 2007;
TRINDADE et al., 2007). Esses métodos sao de facil execucgdo e reprodutiveis, mas
limitam-se a microrganismos de crescimento rapido (ROZATTO, 2012).

Os métodos de diluicdo em caldo sdo utilizados em macro e micro diluicdo.
Suas vantagens séo o fornecimento de resultados quantitativos ndo influenciados pela
velocidade de crescimento do microrganismo, enquanto que o método de difusdo em
placas se mostra mais trabalhoso e menos preciso (OSTROSKY et al., 2008). A macro
diluicdo é empregada quando o nimero de amostras e réplicas é pequeno, pois este
utiliza mais recursos e requer mais tempo de preparo de bancada. Carpes et al. (2009)
utilizaram a técnica na caracterizacdo do potencial antimicrobiano dos extratos de
polen da regido sul do Brasil.

Ja o0 método de micro diluicdo em caldo, por sua vez, é de baixo custo e tem
reprodutibilidade, além de ser considerado 30 vezes mais sensivel que 0s outros
métodos descritos (OSTROSKY et al., 2008; ROZATTO, 2012). Esta técnica utiliza
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placas de 96 pocos com volume entre 0,1 e 0,2 mL e permite a determinacédo da
Concentracgao Inibitéria Minima (CIM), através do uso de absorbéancias conhecidas ou
reveladores como a resazurina - que se reduz em resazurina na presenca de células
de microrganismos vivos, perdendo a coloracdo azul intensa e passando por tons de
violeta até a coloracdo rosa, de acordo com a concentracdo de células viaveis
(ROZATTO, 2012). Na determinacédo da CIM, é considerado inibitéria a concentracédo

do extrato quando ndo ha mudanca na coloracéo azul da resazurina.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de propolis foram cedidas pela professora Fabiana Martins Costa,
UTFPR campus Dois Vizinhos. As mesmas foram coletadas por raspagem dos
coletores instalados nas colméias de abelhas Apis mellifera nos anos de 2013 e 2015.
A prépolis (Figura 1) foi separada de materiais como folhas e animais mortos, para
entdo ser congelada, moida com auxilio de nitrogénio liquido, pesada e armazenada
em temperatura de -6 °C para o preparo dos extratos. A partir dos estudos de
planejamento fatorial realizados por Oldoni et al. (2015), foi possivel determinar as
melhores condicdes de extracdo da amostra, sendo estas aplicadas ao estudo da

atividade antimicrobiana do extrato obtido.
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Figura 1 Amostra de propolis triturada.
Fonte: Oliveira e Andolfato (2014).

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS DE PROPOLIS

Os extratos foram obtidos através da extragdo solido-liquido e a melhor
condicdo de extracdo foi determinada por meio do planejamento fatorial 23. As
variaveis independentes como temperatura, tempo e tipo de solvente foram
analisadas e avaliadas em termos de teor de compostos fendlicos e atividade
antioxidante expressos em mg EAG (Equivalente em &cido gélico) e umol de Trolox
/g de prépolis, respectivamente (OLDONI et al., 2015).

Deste modo, a melhor condi¢cdo de extracdo definido para este trabalho foi o
extrato de préopolis obtido com 2 g de prépolis, 15 mL de etanol 80%, e extraido
durante 45 minutos na temperatura de 70 °C em banho de aquecimento. Apés esta
etapa o extrato bruto foi filtrado em papel de filtro e 0 sobrenadante armazenado sob
refrigeracdo para posterior analises (Figura 2). Foram analisadas 4 amostras de

extratos obtidos no ano de 2013 e 4 amostras de extratos obtidos em 2015.
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Figura 2 Aspecto do extrato etandlico de propolis obtido.
Fonte: autoria prépria

3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A atividade antibacteriana da proépolis foi definida pelo método de microdiluicdo
em microplacas descrito por Cabral (2008). A concentracao inibitéria minima foi
determinada pelo método de diluigdo em microplacas definido por Ostrosky et al.
(2008) e Cabral (2008), que consistem na adicdo do microrganismo em estudo em
meio de cultura adicionado de diversas concentracdes do extrato etandlico de
propolis.

O extrato etanolico de propolis teve sua concentragdo inibitéria minima
determinada para os microrganismos Staphylococcus aureus, bactéria gram-positiva
e Salmonella bongori, bactéria gram-negativa, ambas patogénicas.

3.3.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
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A CIM dos microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella
bongori ATCC 43975 foi realizada em microplacas de 96 po¢cos com concentracdes
de extratos etandlicos variados de 5 mg.mL? a 0,16 mg.mL?%. O meio de cultura
utilizado foi o caldo BHI (Caldo infusdo cérebro-coracao).

Os microrganismos foram ativados a partir das células liofilizadas em caldo BHI
por 24 horas, a temperatura de 37 °C e posteriormente repicadas em placas de agar
BHI por 24 horas, a 37 °C. Posteriormente, colbnias individuais foram adicionadas com
alca de platina a uma solucdo de NaCl 0,89% esterilizado, homogeneizadas em
agitador tipo Vortex e a mistura foi ajustada em espectrofotbmetro para o valor de
absorbancia de 0,135 a 660 nanémetros, que corresponde a 1-2 x 108 UFC.mL™? na
escala de Mc Farland. Foi inoculado o volume de 50 pL da suspensédo em 50 mL de
caldo BHI, obtendo-se a concentragdo de 1-2 x 10° UFC.mL™2.

Em cada poco da microplaca de andlise, foram adicionados 190 pL de caldo
BHI inoculado, e 10 pL dos extratos etandlicos nas variadas diluicdes. Os controles
utilizados foram: a) meio de cultura inoculado, para avaliar o crescimento microbiano;
b) meio de cultura inoculado e 10 pL de etanol 80% (v/v), utilizado na preparacdo dos
extratos; ¢) meio de cultura inoculado e 10 pL de etanol 100%, para verificar o
comportamento dos microrganismos frente ao etanol; d) meio de cultura inoculado e
clorafenicol 0,12% (m/v), como controle positivo. Os extratos foram avaliados em
triplicata. As microplacas foram dispostas em incubadora BioSan PST -60HL-4 por 24
horas a 37 °C.

3.3.2 Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A determinacdo da CBM foi realizada a partir dos resultados positivos obtidos
na CIM, utilizando-se placas de Petri contendo agar BHI. Uma gota proveniente de
cada poco com resultado positivo na microplaca foi inoculada na placa de Petri com o
auxilio de um tubo capilar. As placas foram mantidas em estufa por 24 horas a 37 °C.
A Concentracdo Bactericida Minima foi considerada a menor concentragdo sem o

crescimento bacteriano visivel no agar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

As concentracdes dos extratos obtidos através da diluicdo seriada de razéo 2
variaram de 5,00 mg.mL* a 0,156 mg.mL*. Foi considerada a auséncia de bactérias

viaveis nos poc¢os em que nao houve mudanca de cor do corante resazurina.

4.1.1 Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Foram analisados os extratos de 2013 e 2015 frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Salmonella bongori. A Tabela 1 apresenta os resultados
obtidos em triplicata da concentracao inibitéria minima dos quatro extratos coletados
em 2013, denominados A, B, C, D, e dos extratos coletados no ano de 2015,

denominados E, F, G, H, respectivamente, para os dois microrganismos estudados.

Tabela 1- Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos etandlicos de préopolis EEP (CIM)

EEP* Staphylococcus aureus Salmonella bongori
A >5 >5
B >5 >5
C 0,313 a 0,625 >5
D 1,250 a 2,500 2,500 a 5,000
E <0,156 1,250 a 2,500
F >5 >5
G 1,250 a 2,500 >5
H >5 >5

* EEP: Extrato Etandlico de Prépolis - Concentracdes de 0,156 a 5 mg.mL1.

Os extratos A, B, F e H nédo apresentaram poder de inibicdo contra
Staphylococcus aureus (Gram-positiva) nas concentracdes testadas (0,156 a 5
mg/mL), sendo assim a CIM > 5 mg.mL'. Os extratos C, D, E e F inibiram o

crescimento de Staphylococcus aureus em concentragées entre 0,31 e 0,63 mg.mL*
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entre 1,25 e 2,50 mg.mL%, menor que 0,156 mg.mL* e entre 1,25 e 2,50 mg.mL™?,
respectivamente. Na analise com a Salmonella bongori (Gram-negativa), apenas 0s
extratos D e E inibiram o crescimento do microrganismo, sendo a CIM entre 2,5 e 5,0
mg.mL* e entre 1,25 e 2,50 mg.mL™, respectivamente. Para os demais extratos, a
CIM é considerada > 5 mg.mL™. As Figuras 3 e 4 apresentam o esquema utilizado na
determinacdo da CIM para os extratos da coleta 2013 contra 0s microrganismos
Staphylococcus aureus e Salmonella bongori , respectivamente.

Figura 3 Resultados obtidos com os extratos 2013 para a bactéria Staphylococcus aureus.
Fonte: autoria prépria.
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N

Clorafenicol Caldo BHI inoculado

Figura 4 Resultados obtidos com os extratos 2013 para a bactéria Salmonella bongori.
Fonte: autoria propria.

As Figuras 5 e 6 apresentam os resultados obtidos na determinacéo da CIM
para 0s microrganismos Staphylococcus aureus (Figura 5) e Salmonella bolgori
(Figura 6).



Figura 5 Resultados obtidos com os extratos 2015 para a bactéria Staphylococcus aureus.

Fonte: autoria prépria.

Figura 6 Resultados obtidos com os extratos 2015 para a bactéria Salmonella bongori.
Fonte: autoria propria.
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Alencar et al. (2009) verificaram valores de CIM entre 0,63 e 1,25 mg.mL* para
o Staphylococcus aureus. Fernandes Junior et al. (2006) verificaram maior
sensibilidade das bactérias gram-positivas aos extratos etandlicos do que as bactérias
Gram-negativas, resultado semelhante aos dados obtidos por Vargas et al. (2004),
onde a porcentagem das bactérias gram-positivas sensiveis ao extrato de prépolis foi
significativamente maior comparado as gram-negativas. Os autores também atribuem
a melhor acéo da propolis contra as bactérias Gram-positivas a acao dos flavonoides,
acidos e ésteres aromaticos presentes na resina que atuariam na estrutura na parede
celular através de mecanismos diferentes, sendo que as paredes celulares das
bactérias Gram-negativas sdo mais complexas quimicamente, sendo constituidas de
lipopolissacarideos, que, segundo Vargas et al. (2004), determinam a toxicidade e

patogenicidade das bactérias.

4.1.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Na determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), as suspensdes
provenientes das microplacas de 96 pocos utilizadas na determinacao da CIM foram
inoculadas em placas de Petri contendo agar BHI. Foram considerados positivas as
suspensdes que ndo apresentaram o crescimento de células viaveis vistas na placa.
A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos na determinacdo da CBM para o0s
microrganismos Staphylococcus aureus e Salmonella bongori. Os extratos A, B, C e
D foram obtidos a partir da prépolis coletada em 2013 e mantidos sob refrigeracéo,
enguanto que os extratos E, F, G e H foram produzidos a partir da propolis coletada
em 2015.

De acordo com a Tabela 2, nenhum dos extratos foi capaz de inibir o
crescimento da bactéria Staphylococcus aureus (Gram-Positiva), sendo considerada
a CBM maior que 5,00 mg.mL™ para todos os extratos. O mesmo resultado foi obtido
com o microrganismo Salmonella bongori (Gram-negativa), também sendo

considerada a CBM maior que 5 mg.mL™2.



29

Tabela 2 Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos extratos etandlicos de prépolis — coleta 2013.

EEP* Staphylococcus aureus Salmonella bongori

A >5 >5

>5 >5
C >5 >5
D >5 >5
E >5 >5
F >5 >5
G >5 >5
H >5 >5

* EEP: Extrato Etandlico de Prépolis - Concentracdes de 0,156 a 5 mg.mL1.

Alencar et al (2009) obtiveram resultados de CBM (2,5 e 5,0 mg.mL?) mais

elevada quando comparada a CIM (0,625 e 1,25 mg.mL™?), resultados semelhantes

aos descritos por Cabral (2008). Os dois autores também descreveram maior

sensibilidade dos microrganismos Gram-positivos aos extratos de prépolis vermelha.

Vargas et al. (2004) e Pinto et al. (2001) atribuem essa diferenca de sensibilidade a

parede celular do microrganismo, sendo a parede celular das bactérias Gram-

negativas quimicamente mais complexa, devido a sua constituicdo lipidica mais

abundante. Além disso, pode-se verificar maior poder de inibicdo dos extratos obtidos

da coleta de 2015 do que nos extratos oriundos da coleta 2013 — armazenados sob

refrigeracao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Sendo esta propolis produzida por abelhas Apis mellifera que foram
selecionadas para aumento na producdo de mel e ndo sendo conhecido seu
comportamento frente aos microrganismos, havia a necessidade de se estudar suas
caracteristicas antimicrobianas e comparé-las com a propolis de abelhas nao
selecionadas.

Outro fator relevante na pesquisa, foi a utilizacédo de extratos otimizados quanto
a extracdo dos compostos bioativos. Além disso, pode-se concluir que as CIM e a
CBM de alguns extratos foram mais eficientes do que os descritos em outros estudos
encontrados na literatura, enquanto que outros ndo apresentaram inibicdo. Esse
fenbmeno deve-se aos diferentes tipos de propolis encontrados na regido e nas
diferentes estacdes do ano.

A partir dos resultados obtidos para a CIM e CBM dos extratos frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Salmonella bongori foi possivel observar a
estabilidade dos extratos de propolis mantidos sob refrigeracdo, embora menos
eficientes do que os extratos 2015, alguns deles ainda continham poder de inibic&o

frente aos microrganismos estudados.
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