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RESUMO

Extratos de prépolis verde foram obtidos em proporcdes variadas de dgua/etanol (em 100/0, 70/30,
50/50, 30/70 e 0/100 % v/v). As concentracdes de fenolicos e flavonoides totais foram determinadas
por método colorimétrico (Folin-Ciocalteau) e os compostos identificados por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Registrou-se pouca variacdo nos teores de fenolicos nos extratos
com uma maior concentracao retida na propor¢do 50/50 % v/v, indicando um equilibrio no teor de
fenolicos polares e apolares na prépolis bruta. O teor de flavon6ides mostrou-se fortemente
dependente da proporcao de etanol no extrato, ou seja, quanto maior o volume de etanol maior foi
a concentracao de flavonoides extraidos. Os ensaios antimicrobianos conduzidos sobre as bactérias
S. aureus e E. coli como padrées Gram-positivo e Gram-negativo respectivamente, apontou uma
variacdo de sensibilidade a propolis entre os microrganismos, com maior inibi¢do observada para a
S. aureus. O extrato totalmente alcoolico (0/100 % v/v) foi selecionado para testes sobre bactérias
imobilizadas em superficie sélida, simulando pontos de amostragem e venda de hortifruticolas,
indicando eficiéncia da sanitizacdo desse extrato via asperséo.

Palavras-chave: propolis verde, extratos aquosos, atividade antimicrobiana.

ABSTRACT

Green propolis extracts were obtained in various proportions of water/ethanol (at 100/0, 70/30,
50/50, 30/70 and 0/100 % v/v). The concentrations of total phenolics and flavonoids were
determined by colorimetric method (Folin-Ciocalteau) and compounds identification carried out by
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). There was little variation in the phenolic
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contents in the extracts with a higher concentration retained in the proportion 50/50 % v/v, pointing
equilibrium in the quantity of polar and non-polar phenolics in crude propolis. Flavonoid content
was strongly dependent on the proportion of ethanol in the extract, i.e., the greater the volume of
ethanol, the higher was the concentration of flavonoids. The antimicrobial assays carried out on the
bacteria S. aureus and E. coli, as Gram-positive and Gram-negative standard, showed a variation in
sensitivity between microorganisms to propolis, with greater growth inhibition observed for S.
aureus. The fully alcoholic extract (0/100 % v/v) was selected for tests on immobilized bacteria on
a solid surface, simulating horticultural sampling and sale points, indicating the efficiency of this
extract in spray sanitization.

Keywords: green propolis, agueous extracts, antimicrobial activity

1 INTRODUCAO

A propolis é definida como uma substancia natural coletada por abelhas (Apis melifera L.)
em diversas partes das plantas como brotos e exsudados. Ao entrar em contato com enzimas do tipo
B-glicosidase, presentes na saliva das abelhas, hd a formacdo de um composto resinoso, de
composicao complexa, que é utilizado como material estrutural, conferindo resisténcia a colmeia,
aléem de apresentar propriedades antissépticas que auxiliam na protecdo contra insetos e
microrganismos invasores (Ghisalberti, 1979).

A prépolis é compativel com o metabolismo humano, sendo empregada desde a antiguidade
na prevencdo e tratamento de enfermidades diversas, seja em uso topico ou por ingestdo oral
(Castaldo & Capasso, 2002). Ao longo dos anos, diversos estudos tém confirmado suas acgoes
antioxidante, anti-inflamatéria, analgésica e anticancerigena entre outras, em andlises realizadas
tanto in-vitro quanto in-vivo (Marcucci, 1995; Ramos & Miranda, 2007). Em ensaios comparativos
com antissépticos industrializados, foram demonstrados que extratos de prépolis apresentam
equivalentes a¢des antimicrobianas (Simdes et al., 2008), associada a baixa possibilidade de reaces
junto aos tecidos biolégicos (Swerts et al., 2005).

Essas caracteristicas bioativas além da facil obtencao da propolis, considerando que o Brasil
é o terceiro maior produtor do mundo (Machado et al., 2012) e o que apresenta a maior diversidade
de composicdes em fungdo de sua variedade de flora (Berretta et al., 2017), tem apontado a
possibilidade do emprego da extratos de prépolis como sanitizantes de potencial uso em setores
hortifruticolas (Feas et al., 2014; Alvarez et al., 2016).

No presente trabalho extratos de préopolis verde foram preparados em diferentes proporgdes
de &gua e etanol e suas composicdes caracterizadas. A ac¢ao antimicrobiana contra bactérias Gram-
positiva Staphylococcus aureus e Gram-negativa Escherichia coli, (selecionados como
microrganismos padrdes), foi definida pela medida da Minima Concentracéo Inibitoria (MIC) em

ensaios de diluicdo sequencial. Bactérias imobilizadas sobre superficie solida foram submetidas ao
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contato com os extratos por meio de pulverizagéo, simulando condicGes de sanitizacdo de pontos de
amostragem e venda de hortifruticolas.

2 METODOS
PRODUCAO DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

Propolis verde de alecrim-do-campo (Baccharis dracunculifolia) colhida na regido de
Barbacena, MG, foi gentilmente fornecida pela empresa Wenzel Industria e Comércio de Produtos
Apicolas LTDA.

Cinco diferentes tipos de extratos foram produzidos a partir da amostra recebida, os quais
diferem nas concentraces dos solventes alcool etilico absoluto (99,3%) e &gua destilada. Na
elaboracdo dos extratos empregou-se as seguintes propor¢des em volume agua/alcool de 100/0,
70/30, 50/50, 30/70 e 0/100 (% v/v), sendo identificados segundo a nomenclatura: EAP (extrato
aquoso de propolis), EHP30 (extrato hidroetanolico de propolis 30% etanol), EHP50 (extrato
hidroetanolico de propolis 50% etanol), EHP70 (extrato hidroetandlico de prdpolis 70% etanol) e
EEP (extrato etandlico absoluto de prépolis, 100%).

Todos os extratos foram obtidos seguindo procedimento descrito em processo patenteado
(EMBRAPA, 2013), que tem por principio a trituracdo inicial da amostra de préopolis bruta em
almofariz, seguido pela maceracdo de 13,75 g em erlenmeyer protegido com papel aluminio,
adicionando 100 mL da solugdo solvente sob agitacdo magnética moderada e constante ao longo de
15 dias. Posteriormente as solu¢des permaneceram em repouso por 24 h na temperatura de 28 + 2°C,
permitindo a decantacdo espontanea e retirada dos sobrenadantes e, em sequencia, filtradas em

membranas de PVDF com didmetro de poros de 0,2 pum.

ANALISE DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS E FLAVONOIDES TOTAIS

O teor de compostos fendlicos totais nos extratos foi determinado pelo método colorimétrico
adaptado de Folin-Ciocalteau (Funari & Ferro, 2006). A base das analises consiste na separacao de
uma aliquota de cada extrato (150 uL), seguido de diluicdo em 2,4 mL de &gua ultrapura (mili-Q,
resistividade de 18,2 MQ cm™), e adicdo de 150 pL da solucédo de Folin-Ciocalteu a 0,25 N. Esta
solucgéo foi incubada ao abrigo da luz durante 3 min na temperatura de 28 + 2 °C. Posteriormente, a
reacdo foi interrompida pela da adicdo de 300 pL de carbonato de sodio (Na2COs) e novamente
incubada durante 25 min. As leituras de absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro da
marca SHIMADZU (Shimadzu Scientific Instruments, modelo UV-1600), no comprimento de onda
de 725 nm. O teor de compostos fenolicos totais de cada amostra foi determinado apds o

levantamento de curva analitica construida a partir de diferentes concentracdes de acido galico.
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A concentracdo de flavonoides totais foi determinada através da reacdo de formacdo de
complexos estaveis entre o cation aluminio e os flavonoides em meio metandlico (Funari & Ferro,
2006). O procedimento consistiu em transferir 1 mL de cada extrato para um baldo volumétrico de
25 mL contendo 1 mL de solucdo etandlica de cloreto de aluminio (AICI) a 2% (m/v).
Posteriormente o volume final de cada baldo foi ajustado com alcool etilico e incubada durante 30
min ao abrigo da luz na temperatura de 28 + 2°C. As analises das absorbancias foram realizadas em
comprimento de onda de 425 nm. O teor de flavonoides foi definido a partir da curva analitica
padrdo tendo a quercetina (2-12 mg/L) como referencia. Todas as analises foram realizadas em

triplicatas.

ANALISES POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

As anélises no CLAE foram realizadas de acordo com o método descrito por Sousa et al.
(2007), em equipamento VARIAN detector ultravioleta-visivel Pro-Star 325. As solucdes dos
extratos e dos padrBes foram injetadas no cromatégrafo, utilizando a coluna C18 RP Agilent (2,5 x
25 mm x 5 um). A fase movel utilizada foi constituida pelos solventes acido acético/acetato de
amonia/metanol/agua deionizada em acetonitrila na proporcdo inicial de 75:25 (% v/v), que foi
linearmente alterada para 0:100 durante a corrida de 60 min em fluxo de admissédo de eluente em 1
mL/min.

Para cada extrato foram realizadas duas analises utilizando os comprimentos de onda de 310
e 290nm. Inicialmente foram obtidos os perfis de seis diferentes padrdes de referéncia: acido
cafeico, acido p-cumarico, crisina, kaempferol, quercetina e sakuranetina. Cada solucao padréo foi
produzida na concentracdo de 100 ppm em metanol. Para a analise dos extratos, estes foram diluidos

na relagéo de cinco por um em metanol.

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

As bactérias analisadas, a Gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC25923 e a Gram-
negativa Escherichia coli ATCC25922, foram inicialmente inoculadas “overnight” em tubos falcon
em meio de cultura Miiller-Hinton na temperatura de 35 + 0,5 °C. Posteriormente, com base na
escala McFarland 0.5, a concentracdo de células foi ajustada por diluicGes sequenciais até 106
UFC/mL.

A capacidade de inibicdo bacteriana dos extratos foi determinada pela medida da MIC em
diluicdo seriada em microplaca, a partir de aliquota inicial de 100 pL de cada extrato em 100 pL de
caldo Muller-Hinton, seguido da adigdo de 10 puL do in6culo em cada poco da microplaca. As

microplacas foram incubadas em estufa a 35,0 + 0,5 °C durante um periodo de 24 h. A analise foi
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conduzida apo6s 2 h da adigdo de 50 pL de solucdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio 0,1%,
indicando por coloracdo avermelhada a presencga de crescimento bacteriano. O valor da MIC foi
considerada como a primeira diluicdo que nao apresentou coloracao.

Considerando os resultados obtidos pelas medidas da atividade antibacteriana frente a S.
aureus e E. coli, elegeu-se o extrato com melhor acdo inibitéria (EEP), para simulagdo de sanitizagao
em superficie solida. Para tanto as bactérias em teste foram imobilizadas separadamente sob I[aminas
vitreas, segundo adaptacdo do método descrito por Santana et al. (2012), cujos detalhes podem ser
encontrados em Campos (2017). Aproximadamente 150 pL de extrato foi pulverizado sobre as
laminas e ap0s 2 h amostras microbianas foram coletadas com auxilio de “swabs” ¢ inoculados em

meio agar por 24 ha 37 £ 0,5 °C. As coletas foram realizadas em triplicata.

ANALISE ESTATISTICA

Os valores referentes a concentracdo dos compostos fenolicos e flavonoides foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) pelo teste de Tukey com nivel de significancia p <
0,05 utilizando o programa Microcal OriginLab v.9.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
COMPOSICAO DOS EXTRATOS

A propolis bruta contém substancias sollveis em dgua e em compostos apolares como 6leos
e alcoois, o que faz com que diferentes proporcdes agua/etanol na preparacdo dos extratos de
propolis resultem em solugcbes com diferentes composicbes. Com base nas andlises
espectrofotométricas, os teores de compostos fendlicos totais determinados em cada extrato, estdo
dispostos na Figura 1(A), sendo possivel afirmar que todos os extratos obtidos neste estudo atendem
ao requisito minimo do teor de fendlicos totais, segundo a exigéncia do Ministério da Agricultura,
que defini o minimo como 5% (BRASIL, 2001).

Nota-se que a maior presenca dos fendélicos foi registrada para o extrato EHP50, composto
pela mesma proporcdo de agua e etanol. Tal resultado sugere um equilibrio de compostos
hidrofébicos e hidrofilicos na amostra de propolis utilizada. Fica evidenciado pela tendéncia de
reducdo das concentragdes de fenolicos medidos para os extratos com maiores fragdes etandlicas

(EHP70 e EEP), que a propolis empregada contém uma menor concentragéo de fenolicos apolares.
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Figura 1. Valores do teor de compostos fendlicos totais (A) e flavonoides (B) presentes em cada extrato. Letras iguais
indicam que ndo ha diferenca estatisticamente significativa (Tukey, p <0,05).

Os teores de flavonoides presentes nos extratos, obtidos a partir de curva analitica, tendo
quercetina como padréo, permitiu obter os valores em porcentagem detalhados na Figura 1(B),
indicando igualmente a presenca acima de teores superiores ao minimo exigido pelo Ministério da
Agricultura (de 0,25%), (BRASIL, 2001).

Pode-se afirmar que a extracdo dos flavonoides é fortemente dependente da concentracao
alcoolica (o teor de flavonoides extraido é maior a medida que a concentracao de etanol utilizada
como solvente extrator aumenta), cujo resultado ja é de consenso na literatura (Buriol et al., 2009;
Mello et al., 2010).

Das analises realizadas por cromatografia (CLAE) foi possivel identificar alguns compostos
presentes nos extratos. Os cromatogramas exibidos na Figura 2 apresentam os tempos de retencéo
dos diversos compostos confirmando a influéncia do solvente. Com base nos padrdes utilizados,
seis compostos puderam ser identificados: o &cido cafeico, &cido p-cumarico, crisina, kaempferol,
quercetina e sakuranetina. Conforme os picos identificados na Figura 2, os flavonoides sakuranetina
(3) e crisina (4) estdo praticamente ausentes no extrato aquoso (EAP) e no extrato com baixo teor
de etanol (EHP30), indicando que esses ndo sdo sollveis em solucdes polares. Com o aumento da
fracdo de etanol, esses compostos sdo identificados no extrato, assim como, 0 aumento na
concentracdo do &cido cafeico (1) e acido p-cumérico (2).

No cromatograma correspondente ao extrato EHP30, nota-se que a intensidade
correspondente a presenca de &cido cafeico é maior que as observadas para 0s demais extratos e que
o teor de acido p-cumarico aumenta com o teor de etanol no extrato em concordancia com as analises
espectroscopicas, indicando composic¢des similares para os extratos etandlicos (EHP50, EHP70 e
EEP). Analises também foram conduzidas no comprimento de onda de 380nm que confirmam a

presenca de quercetina e kaempferol (ndo apresentados).
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Figura 2. Cromatogramas em CLAE dos extratos de propolis (realizados em 290nm). Os picos foram identificados
como: (1) Acido cafeico, (2) &cido p-cumérico, (3) sakuranetina, e (4) crisina.

Os valores obtidos estdo em concordancia com os dados disponiveis na literatura (Park &

Ikegaki, 1998), corroborando para a afirmacédo de que o0 aumento da concentracgdo de etanol aumenta

a presenca de compostos flavonoides. Em analise por CLAE realizada por Sun et al. (2015), além

de evidenciar a influéncia da polaridade dos solventes ficou demonstrado também que nos extratos

contendo concentracdes de etanol igual ou acima de 50%, além dos acidos fendlicos apolares, ha a

presenca de fenois fraco-polares como os flavonoides.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As atividades antibacterianas dos extratos de propolis verde, testadas contra as bactérias S.

aureus (Gram-positiva) e E. coli (Gram-negativa), resultaram nos MICs apresentados na Tabela 1,

com os valores obtidos pela analise do etanol absoluto para efeito de interpretacdo de acéo

antimicrobiana.
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Tabela 1. Concentragdes inibitérias minimas (MIC) dos extratos para S. aureus e E. coli.

Bactéria Concentracéo inibitéria minima MIC (mg/ml)

EAP EHP30 EHP50 EHP70 EEP Etanol absoluto
S. aureus I.N.O.* 34,38 2,15 0,54 0,13 4,30
E. coli I.N.O.* 68,75 43,38 8,59 4,30 8,59

*|.N.O.: Inibig&o ndo observada.

Os dados de MIC indicam a forte influencia da presenca de etanol, seja na extragdo de
compostos ativos (como identificados nas analises precedentes), seja na direta acdo antimicrobiana.
Temos que o etanol per si atua como inibidor do crescimento de ambas as bactérias testadas, com
eficiéncia superior ao extrato aquoso (EAP) e aqueles com propor¢do de 30 e 50% (EHP30 e
EHP50), para testes contra a bactéria E. coli. Esses resultados indicam que os teores de fendlicos e
flavonoides nestes compostos (Fig. 1) ndo apresentam acdo antimicrobiana sinérgica sobre a E. coli.
O que foi observado para os extratos EHP70 e EEP, nos quais os teores de fenolicos sdo
consideravelmente maiores que nos demais, confirmando a bioatividade desses compostos em
bactérias gram-negativas.

Pode-se afirmar que a bactéria gram-positiva S. aureus é consideravelmente mais sensivel a
acdo do etanol, com uma crescente diminuicdo da MIC para maiores teores do solvente. Neste caso
fica igualmente evidente a acdo dos compostos flavonoides na reducdo do crescimento bacteriano
em meio de cultura. A acdo mais efetiva de flavonoides e compostos ndo-polares contra bactérias
gram-positivas do que em gram-negativas ja foram discutidas por Silici & Kutluca, (2005) e Uzel
et al., (2005).

No geral os resultados revelam a dependéncia da espécie microbiana e da formulacdo dos
extratos para que a agdo sanitizante se dé de forma satisfatoria. Assim, neste estudo tornam-se
evidente, com base nas analises microbianas, que o extrato EHP70 apresenta-se eficiente na inibicao
de ambas as bactérias testadas, contudo o extrato EEP apresenta os menores valores de MIC
indicando uma eficiéncia superior ao EHP70, tornando-o indicado ao emprego como sanitizante
liquido.

Os testes de coleta e inoculagcdo dos residuos bacterianos obtidos da superficie vitrea, apds
2h da pulverizacdo do extrato, ndo resultou em crescimento de nenhuma das bactérias previamente
imobilizadas, indicando uma acéo eficiente na redugéo do crescimento microbial.

Estudos complementares, previamente realizados nestas mesmas condig¢fes indicaram por
observacOes microscopicas que os microrganismos sofrem alteracdes morfologicas, resultando em
estruturas disformes e rupturas decorrentes de bacteriolise (Campos et al., 2020). Adicionalmente
medidas volumétricas comparativas confirmaram a ocorréncia de vazamentos de fluidos

intracelulares em razdo de rupturas no envelope celular (Campos 2017; Campos et al., 2020).
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CONSIDERAQ@ES SOBRE A ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS

Segundo revisdo apresentada por De Castro (2001), os flavonoides e derivados sé&o os
principais agentes associados as atividades antibacterianas de extratos de propolis de diferentes
origens. Compostos como quercetina, naringerina, acido cafeico e &cido cafeico feniletil éster,
atuam diretamente sobre o envelope celular alterando a permeabilidade da membrana citoplasmética
desestabilizando o gradiente eletroquimico, o que leva a interferéncia sobre 0s processos essenciais
para a manutencao do microrganismo. Os flavonoides seriam responsaveis por danos irreversiveis
a membrana, por meio de lise osmatica que leva a perda de potassio e demais nutrientes do interior
celular (Cushnie & Lamb, 2005), além de atuarem na reducdo da motilidade bacteriana (Mirzoeva
et al., 1997). Essas caracteristicas sdo confirmadas no presente estudo no qual os extratos
identificados como EHP70 e EEP foram os que apresentaram maiores teores de compostos fenélicos
e consequentemente maiores atividades antimicrobianas (menores MICs).

Com respeito ao comportamento da acdo do extrato de propolis aos diferentes tipos de
bactérias, a intensidade da atividade antimicrobiana é atribuida as diferencas nas estruturas e
composicdo da membrana bacteriana (Grange & Davey, 1990; Mirzoeva et al., 1997)

4 CONCLUSOES

Extratos de propolis verde a base de agua e etanol apresentaram atividades antimicrobianas
quando avaliadas contra as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli em andlises in vitro.
As melhores atividades foram encontradas nos extratos com altos teores de etanol empregado como
solvente na proporc¢do de agua etanol de 30:70 e 0:100 % (v/v), identificados como EHP7 e EEP,
respectivamente. O extrato totalmente etandlico (EEP) foi o que apresentou maior teor de compostos
flavonoides sendo o mais eficiente na inibicdo de ambas as bactérias, o que resultou em um menor
valor de Minima Concentracdo Inibitoria. Em testes conduzidos por aplicacdo na forma de spray
sobre os microrganismos imobilizados sobre superficie solida, simulando pontos de exposicao e
vendas de hortiftuticolas, este extrato foi capaz de anular o crescimento dos microorganismos,

conforme medidas realizadas ap0s 2 horas de interacao.
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