Compostos bioativos, atividade antioxidante e antibacteriana de propolis

CRISTINA JANSEN?®: TAILISE ZIMMER? SUZANA TREPTOW?; ELIEZER AVILA
GANDRA?: RUI CARLOS ZAMBIAZI®

'Faculdade de Nutrigio- Universidade Federal de Pelotas 1 — cris-jansen@hotmail.com
2 Académicas do curso de Tecnologia de Alimentos — UFPel — zimmertailise@gmail.com;
suh_treptow@hotmail.com
3Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos—Universidade Federal de Pelotas-
gandraea@hotmail.com; zambiazi@gmail.com

1. INTRODUCAO

A propolis é um produto elaborado pelas abelhas, através de substancias
resinosas e balsamicas coletadas de brotos e flores, sendo parcialmente digeridos
pelas abelhas, que ainda acrescentam cera e pdlen (SILVA et al., 2012). A
propolis vem sendo utilizada no tratamento de diversas doencgas, devido a sua
propriedade antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral, cicatrizante, anestésica
e antioxidante. Estas propriedades sdo atribuidas a complexa composicdo
quimica, principalmente pela presenca de compostos bioativos, oriundos do
metabolismo especializado das plantas, sendo encontrados em maior
concentragédo os compostos fendlicos da classe dos flavonoides (MOREIRA et al.,
2008).

Estudos demonstraram que o Brasil possui clima e vegetagcdo que torna
possivel as abelhas produzirem uma propolis de alta qualidade, o que se tornaum
diferencial dentre os paises produtores. Porém, a propolisapresenta variacbes na
sua composicao quimica e, portanto, nas suas propriedades biologicas, de acordo
com as diferentes regides do pais onde séo coletadas, e esta variacdo ocorre em
virtude da grande biodiversidade de plantas encontradas no Brasil (PEREIRA et
al., 2002). Por essa razao, a propolis brasileira tém se tornado objeto de grande
interesse por parte dos pesquisadores de todo o mundo (TRUSHEVA et al.,
2006).

A substituicdo dos conservantes sintéticos por agentes antimicrobianos mais
eficientes e com menos efeitos adversos na saude humana, despertou o interesse
de pesquisas para a descoberta de novas substancias com efeito antimicrobiano
(FRANCO et al., 2007). Os compostos naturais, elaborados a partir de matérias-
primas como a propolis, podem ser uma alternativa para utilizacdo como
antimicrobianos.

Por esta razdo, se tornam muito importantes pesquisas que caracterizem a
prépolis de diferentes regides, distinguindo a composicao e a atividade biol6gica
das amostras. Diante do exposto, este estudo visa analisar amostras de propolis
oriundas do Rio Grande do Sul, quanto ao conteddo de compostos bioativos,
capacidade antioxidante e acdo antibacteriana para inibir a Listeria
monocytogenes.

2. METODOLOGIA
As amostras de prépolis foram coletadas por apicultores, na primavera de
2013, a partir de quatro cidades da regido Sul do Estado do Rio Grande do Sul do
Brasil: Pelotas 1(Zona Norte) (31°42’10.3”S e 52°22’34.9"W) e Pelotas 2 (Zona
Rural) (31°3555.0"S e 52°31'06.0°W); Rio Grande (32°02'06.2"S e
52°05'56.4"W); Cangugu (31°23’33.8"S e 52°39'58.8"W); e Pedro Osobrio
(31°52'37.4”S e 53°01°25.2"W).



Para a preparacdo dos extratos hidroalcoolicos de propolis (EHP), a
propolis foi triturada com auxilio de nitrogénio liquido de acordo com Silva et al.
(2012), dissolvendo 10g de prépolis em etanol 80%.

A determinacdo do teor de flavonoides foi realizada pelo método
colorimétrico, utilizando cloreto de aluminio (AICI3), conforme metodologia descrita
por Mello, Petrus e Hubinger (2010). Foram adicionado 100 pyL de AICl3;, e a
absorbancia da mistura foi determinada a 415 nm em espectrofotdbmetro
(JENWAY 6705 UV/Vis.). Para a curva de calibracao, solugdes de quercetina em
etanol (80%), com concentracées variando de 10 a 100 pg.mL™ foram utilizados.
Os resultados foram expressos em termos de equivalentes de miligrama de
quercetina por grama de matéria seca de prépolis (mg eq.g™).

A determinacdo do teor total de carotenoides foi realizada segundo o
método descrito por Rodriguez-Amaya (1999), com adaptacdes. A leitura foi
realizada diretamente dos EHP em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a
450nm, sendo o teor total de carotenoides determinado pela equacdo 1. Os
resultados foram expressos em pg de B-caroteno.g™ de matéria seca de propolis.

C = ABS x 50mL x 1000000 (eq. 1)
2620 x 100 x g
Em que: C= teor de carotenoides da amostra, ABS= absorbancia, g=
gramas de amostra.

Para determinar a capacidade antioxidante utilizou-se metodologia descrita
por Gulgin et al. (2010). A solucéo do ABTS foi diluida, e em seguida 3,9 mL de
ABTS foram adicionadas a 0,1 mL do EHP na concentracdo de 30 pg.mL™. Apés
7 minutos realizou-se a leitura em espectrofotdbmetro a 734nm (JENWAY 6705
UV/Vis.). Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) por mL de extrato seco (ug. TEAC.mL™).

A atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de microdiluicdo em
caldo, por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de
acordo com a metodologia descrita por Cabral et al. (2009). Foram utilizadas
cepas padrao de Listeria monocytogenes ATCC 7644, devido a importancia desta
bactéria para a indlstria alimentar. As cepas foram inoculadas em Agar BHI,
sendo a concentracdo do in6culo de 0,5 da escala Mc Farland, equivalente a 1-
2x108UFC.mL™, apds 100 uL da suspensdo bacteriana foi inoculado em 30 mL do
caldo BHI, para se obter uma concentracéo de 1-2x10°UFC.mL™. Em microplacas
foram adicionados 100 pL de caldo BHI e 100 uyL do EHP em concentracdes de
0,1-12 mg.mL™* (diluicio seriada de razdo 2). Como controle negativo foi utilizado
o etanol 80% (v/v). As microplacas foram incubadas a 37°C/24 h, e apo0s
adicionado 30 pyL do corante Resazurina (0,01%; m/v). Ap6s 3 h de incubacéo,
nos pocos em que ndo houve mudanca na cor do corante (permaneceu roxo), foi
considerada a auséncia de bactérias viaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A importancia dos resultados em termos de conteiddo dos compostos
bioativosconsiste no fato de que as acdes biologicas atribuidas a propolis tém
sido diretamente relacionadas com a presenca desses compostos.

Houve grande variacdo para o teor total de flavonoides (tabela 1), sendo a
amostra de Rio Grande a que apresentou maior teor.Segundo Falcdo et al.
(2010), a diversidade de compostos fendlicos presentes na prépolis esta
relacionada com a complexidade das resinas vegetais utilizadas pelas abelhas, e
também pela combinacado de varias espécies botanicas visitadas.



Tabela 1. Teor total de flavonoides e carotenoides de extratos de propolis
oriundos de diferentes cidades do RS.

Amostras Flavonoides Carotenoides
mg EQ.g* ug B-caroteno.g™

Cangucu 10,04 e 8,72d

P. Osodrio 16,70d 22,20 c

Pelotas 60,40 c 44,08 b

Pelotas 2 102,87 b 2490 c

Rio Grande 112,48 a 55,67 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Para o teor total de carotenoides, a amostra de prépolis oriunda de Rio
Grande apresentou resultado significativamente superior as demais, assim como
ocorreu para o teor de flavonoides. Houve uma relacdo positiva entre o teor de
flavonoides com o teor de carotenoides, sendo que as amostras de Rio Grande e
de Pelotas foram as que apresentaram concentracdodesses compostos.

A capacidade antioxidante da amostra da cidade de Cangucu foi superior
as demais (tabela 2), mesmo nao apresentando os maiores teores de flavonoides
e de carotenoides, o que sugere a presenca de outros compostos com
capacidade de sequestro de radicais livres que nao foram analisados neste
estudo, tais como a presenca dos acidos fendlicos, terpenos e compostos
volateis. A amostra de Pedro Osério mesmo sendo a que apresentou menor
capacidade antioxidante pelo método com o radical ABTS, apresentou boa
atividade antibacteriana.

Tabela 2. Capacidade antioxidante pelo método ABTS e concentracdo inibitéria
minima (CIM) frente a Listeria monocytogenes ATCC 7644 de extratos
hidroalcoolicos de prépolis do RS.

Amostras Capacidade antioxidante Atividade antibacteriana
ABTS (ug TEAC.mL™) CIM (mg.mL™)

Cangucu 18,00 a 0,36 b

Pedro Osorio 2,45d 0,65b

Pelotas 16,16 b 1,33a

Pelotas 2 14,13 c 1,04 a

Rio Grande 14,30 c 0,91 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05). upg TEAC.mL = g equivalente ao Trolox por mL de extrato seco.

Todas as amostras de propolis testadas apresentaram atividade
antibacteriana, porém os resultados variaram de acordo com concentracdo e com
a origem da amostra (tabela 2). As amostras de Cangucu e Pedro Osorio foi
superiores na atividade antibacteriana frente a Listeria monocytogenes, pois
inibiram o crescimento bacteriano em menor concentragdo do extrato.

O efeito inibitério da propolis de diversas regides esta sendo amplamente
estudado contra uma variedade de bactérias, apresentando até 0 momento maior
efetividade nas espécies Gram-positivas (CARDOSO et al., 2010). Estes
resultados tém sido atribuidos as diferencas na estrutura celular das bactérias,
como a presenca do lipopolissacarideo nas Gram-negativas. Acredita-se que 0s



compostos presentes na propolis atuem na parede celular destas bactérias
(VARGAS et al., 2004).
4. CONCLUSOES

As amostras que apresentam maior teor de flavonoides e carotenoides foram
menos eficazes na inibicdo da Listeria monocytogenes e apresentaram menor
capacidade antioxidante que as demais amostras, 0 que mostra que as atividades
biol6gicas analisadas neste trabalho ndo estdo diretamente relacionadas com o
teor dos compostos bioativos analisados. Estes resultados sugerem que a agao
antioxidante e antibacteriana da propolis do Rio Grande do Sul pode ser atribuida
a presenca de outros compostos, que ndo os flavonoides e carotenoides.
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