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1. INTRODUCAO

Prépolis € um produto elaborado pelas abelhas através de substancias
resinosas e gomosas, que sao coletadas de brotos, flores e exsudados de plantas.
As abelhas digerem parcialmente estes materiais através da acdo das enzimas
contidas nas suas secrecdes salivares, e ap0s acrescentam ainda cera e polen,
formando assim a propolis (BRASIL, 2001; SILVA et al., 2012).

A composicao quimica da prépolis € dependente da biodiversidade da regiao
visitada pelas abelhas. Portanto, as substancias presentes encontram-se
diretamente relacionadas com a composi¢cao quimica da resina da planta de origem
(CASTRO et al., 2007).

A proépolis vem sendo utilizada desde as civilizagdes antigas no tratamento de
diversas doencas, devido as suas propriedades biolégicas e terapéuticas
(CARDOSO et al., 2010). Propriedades, como a antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antitumoral e antioxidante, s&do atribuidas a complexa composicdo quimica,
principalmente pela presenca de fitoquimicos oriundos do metabolismo secundério
das plantas, incluindo majoritariamente os compostos fendlicos (SILVA et al., 2012,
FROZZA et al., 2013).

Pesquisas tornam-se fundamentais para caracterizarem a propolis de
diferentes microrregiées brasileiras, distinguindo a composicdo e a atividade
biolégica das amostras, e assim, sua melhor aplicacéo.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo quimica
de amostras de propolis oriundas da regido Sul do Rio Grande do Sul, determinando
os de compostos fendlicos e sua acao antibacteriana.

2. METODOLOGIA

Cinco amostras de propolis foram coletadas por apicultores na primavera,
entre 0s meses de setembro a novembro de 2013, a partir de cidades da regido Sul
do Estado do Rio Grande do Sul: Pelotas 1 (31°42’10.3”S e 52°22’34.9”W) e Pelotas
2 (31°35'55.0”S e 52°31'06.0”"W); Rio Grande (32°02°'06.2”S e 52°05’56.4"W);
Cangucu (31°23'33.8”S e 52°39'58.8”W); e Pedro Osdério, Zona Rural (31°52'37.4”’S
e 53°01°25.2”W).

Ap6s a remocdo das principais impurezas visiveis, a propolis foi pesada,
acondicionada em embalagens plasticas e congeladas (-20°C) até o momento das
analises. Para cada amostra foram realizadas trés repeticoes.

2.1. Preparacdo dos extratos hidroalcodlicos de prépolis (EHP)
Inicialmente as amostras de propolis bruta foram trituradas com auxilio de
nitrogénio liquido. Apds preparou-se os extratos de acordo com Silva et al. (2012),
para obtencdo de um extrato a 10% (1:10 m/v). O sobrenadante foi removido e
centrifugado a 150rpm a 5°C por 15 minutos.

2.2. Determinacgéo do teor de compostos fendlicos
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Para a determinacao do total de compostos fendlicos foi utilizado o método de
Folin-Ciocalteu (ALVES, KUBOTA, 2013). As amostras foram diluidas na proporcao
de 1:10, com etanol 80%. Desta solugdo 500 pL foram misturados com 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu 0,2 N, e apés foram adicionados 2 mL de solucdo de
carbonato de sodio (7,5%). Ap0s a incubacao por 2 horas, a absorbancia foi medida
a 725 nm em espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis).

O &cido galico nas concentracdes de 30 a 500 ug.mL-1 foi utilizado para a
curva de calibracdo y = 0,0109x - 0,0573 e R2 = 0,9982.

2.3. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo,
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragcao
Bactericida Minima (CBM) de acordo com a metodologia descrita por Cabral et al.
(2009). Foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 2913 e
Escherichia coli O157:H7 ATCC 43895 . As cepas foram reativadas em Caldo BHI
com incubacédo a 37°C por 24h, ap0s as cepas foram transferidas para placas de
Agar BHI. Apdés o crescimento bacteriano, as colonias individuais foram
resuspendidas em uma solucédo de NaCl 0,89% estéril, e a concentracdo do indculo
foi ajustada em espectrofotdmetro (JENWAY 6705 UV/Vis.) para corresponder a 0,5
da escala Mc Farland, o que equivale entre 1-2x108UFC.mL™. Um volume de 100 pL
das suspensodes bacterianas foi inoculado em 30 mL do caldo BHI, para se obter
uma concentracdo bacteriana em torno de 1-2x10° UFC.mL™. A técnica foi
desenvolvida em microplacas de 96 pog¢os, nos quais foram adicionados 100 pL de
caldo BHI previamente inoculado. Em seguida, foram adicionados 100 yL do EHP
em concentragbes que variaram de 0,1-12 mg/mL (diluigdo seriada de razéo 2).
Como controle negativo foi utilizado o etanol 80% (v/v). As microplacas foram
incubadas a 37°C por 24 h. Apds a incubagao, foram adicionados 30 uL do corante
Resazurina (0,01%; m/v) para verificar 0s pogos em que houve crescimento
bacteriano. Ap6s 3 h de incubacéo, nos po¢cos em que ndo houve mudanca na cor
do corante, ou seja, permaneceu roxo, foi considerada a auséncia de bactérias
viaveis. Qualquer evidéncia na mudanca da coloracdo se considerou crescimento
bacteriano. Para a determinacédo da CBM, aliquotas de 10 uL do meio de cultura dos
pocos considerados com efeito inibitdério foram semeadas em placas de Petri com
agar BHI e incubados a 37°C/24 h. A CBM foi considerada como a menor
concentracdo na qual ndo houve crescimento de colénias na superficie do meio de
cultura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O teor de compostos fendlicos (tabela 1) mostra que as amostras oriundas de
Rio Grande e de Pelotas 2 apresentaram valores superiores as demais, diferindo
significativamente, apresentando teores trés vezes superiores aos encontrados para
as amostras de Pedro Osorio e Cangucu.
Tabela 1. Teor total e percentual de compostos fenolicos de extratos de propolis
oriundos de diferentes cidades do RS.

Amostras Compostos Fendlicos

mg EAG.g™ %
Cangucu 56,92 c 1,39¢c
P. Osodrio 60,08 c 1,24 c
Pelotas 122,52 b 3,43Db
Pelotas 2 189,81 a 3,57 a
Rio Grande 200,39 a 3,68 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). %-
porcentagem de compostos fendlicos sobre a propolis bruta (m/m).
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As amostras de propolis oriundas de Pelotas diferiram entre si, demonstrando
que existe variacdo na composi¢cdo quimica da propolis mesmo em amostras
coletadas na mesma cidade.

De acordo com a normativa 03, de 19 de Janeiro de 2001 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 2001), os extratos de prépolis
devem conter, no minimo, 0,50% de compostos fendlicos. O teor de compostos
fendlicos para os extratos hidroalcodlicos de propolis oriunda de Pelotas, Cangucu,
Rio Grande e Pedro Osoério foi de 3,43%; 3,57%; 1,39%; 3,68% e 1,24%,
respectivamente. Portanto, todas as amostras estdo dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagéo.

De fato, os dados encontrados sugerem que a propolis de diferentes
localidades apresentam diferentes conteidos de compostos fendlicos, o que pode
ser resultante dos diferentes métodos de extracdo, além da localizacdo geogréfica, a
origem botanica das plantas, as grandes distancias entre o local de origem e as
diferentes préticas apicolas (FROZZA et al., 2013).

Os resultados para a atividade antimicrobiana das amostras estdo expostos
na tabela 2. Todas as amostras de propolis testadas apresentaram atividade
antibacteriana, porém os resultados variaram de acordo com concentragdo e com a
origem da amostra.

No geral, todas as amostras apresentaram valores inferiores para S. Aureus,
e bem superiores para a E. coli, Unica bactéria Gram-negativa testada; portanto,
foram menos efetivas contra esta bactéria.

Tabela 2. Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima
(CBM) de extratos hidroalcodlicos de propolis de cidades do Sul do RS frente a
bactérias patogénicas Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

S. aureus E. Coli
AMOSTRAS CIM CBM CIM CBM

(mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™) (mg.mL™)
Cangucu 0,53 aB 3,13 bB 6,25 aA 12,50 aA
P. Osoério 0,2 aC 6,25 aB 6,26 aA 12,50 aA

Pelotas 0,1 aA 1,25 cB 1,56 cA 1,56 cA

Pelotas 2 0,43 aA 1,25 cB 1,31 cA 1,56 cA

Rio Grande 0,2 aB 1,56 dB 3,13 bA 3,13 bA

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

As amostras de propolis oriundas de Rio Grande e de Pelotas foram mais
eficazes em todas as bactérias testadas.

E. coli apresentou maior resisténcia ao extrato de propolis, sendo que sua CIM
e CBM foram superiores as necessarias para S. aureus. O estudo de Junior et al.
(2006) avaliaram o efeito antimicrobiano frente a bactérias Gram positivas e Gram
negativas de extrato metandlico de prépolis (EMP) dos estados de SP, SC e RN, e
constataram que a CIM variou de acordo com a regido de producdo da proépolis,
sendo que as bactérias Gram positivas foram mais suscetiveis ao EMP,
independente do local, o que corrobora com o resultado obtido neste trabalho.

Acredita-se que os compostos fendlicos presentes na propolis atuem na parede
celular destas bactérias, e como as Gram-negativas possuem estrutura
quimicamente mais complexa, apresentando a membrana externa, reduz a
efetividade desses compostos, pois promovem uma barreira a permeabilidade de
substancias hidrofobicas, e sdo os responsaveis pela antigenicidade, toxicidade e
patogenicidade das Gram negativas, 0 que as tornam mais resistentes a acao da
prépolis do que as bactérias Gram-positivas (FOX, 2010).
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No geral, as amostras de Pelotas e Rio Grande apresentam os melhores
resultados para a atividade antibacteriana, havendo uma associagdo entre a
concentracdo de compostos fendlicos e atividade antibacteriana, ou seja, quanto
maior o teor de compostos fendlicos, maior a acao antibacteriana.

4. CONCLUSOES

De acordo com o presente trabalho, pode-se concluir que quanto aos
compostos fendlicos, as amostras apresentaram alto teor de compostos fendlicos
em extratos alcoolicos de amostras de propolis do Sul do Rio Grande do Sul,
principalmente da propolis oriunda da cidade de Pelotas e de Rio Grande.

Quanto a atividade antibacteriana, todos os extratos das amostras de propolis
foram eficazes na inibicdo das bactérias testadas, apresentando atividade
bacteriostatica e bactericida. Porém, os resultados foram melhores na inibicdo da
bactéria Gram-positiva (S. aureus).
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