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RESUMO

A propolis vermelha € uma resina de composi¢céo variada e complexa relacionada com
a flora de cada regido e ao periodo de coleta da seiva. O extrato bruto da resina foi obti-
do por maceracdo em etanol absoluto, com posterior separacdo do solvente através do
meétodo de rotaevaporacdo. Fracionou-se a solucao bruta em duas partes, metandlica e
hexanica, preparando, posteriormente, solucdes em concentracdes padronizadas para
1%, 2%, 5% e 10%. Os ensaios biologicos foram realizados “in vitro” frente aos micro-
-organismos gram-positivos (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Ente-
rococcus faecalis) e gram- negativos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis e Pseudomonas aeruginosa). As analises foram realizadas de acordo com a
metodologia dos testes de sensibilidade no meio agar Muller Hinton através do gote-
jamento de 10ul de solucdo em regides distintas da placa e a atividade antibacteriana
da propolis foi aferida observando-se a formacédo ou nao de halos. O etanol absoluto
fol utilizado como controle. O extrato hexanico apresentou maior poder antibacteriano
frente as bactérias gram-positivas, em contrapartida, a mesma apresentou inibicdo ape-
nas para o P. mirabilis nas concentracdes de 5% e 10%. O extrato metandlico apresentou
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auséncia de inibicdo frente o micro-organismo gram-positivo E. faecalis em todas as
concentracdes, contudo, para os gram-negativos foi visto que apenas o P mirabilis
e K pneumoniae foram inibidos nas concentracdes de 5% e 10%. As demais bacte-
rias ndo foram inibidas diante dos dois extratos independentemente da concentracdo
utilizada. Diante do observado nos testes antimicrobianos, pdde-se concluir que os
extratos de propolis vermelha demonstraram maior atividade antibacteriana contra
0S micro-organismos gram-positivos do que aos gram-negativos.

PALAVRAS-CHAVE

Propolis Vermelha. Antibacteriano. Alagoas.
ABSTRACT

The red propolis is a varied and complex composition resin related to the flora of each
region and the period collection of sap. The crude extract of the resin was obtained
by maceration in absolute ethanol, with subsequent separation of the solvent using a
rotary evaporator using the method. Crude solution was fractionated in two parts, the
hexane and methanol preparing subsequently standardized solutions in concentra-
tions 1%, 2%, 5% and 10%. The biological tests were carried out "in vitro” compared to
the Gram-positive microorganisms (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae
and Enterococcus faecalis) and Gram-negative (Escherichia coli, Klebsiella pneumo-
niae, Proteus mirabilis, and Pseudomonas aeruginosa). The analyzes were performed
according to the method of susceptibility testing in Muller Hinton agar medium by
dripping solution of 10ul in different regions of the plate and the antibacterial activity
of propolis was measured by observing the formation of halos or not. The absolute
ethanol was used as control. The hexane extract showed higher antibacterial power in
the face of gram-positive bacteria, on the other hand, it presented only inhibition to P.
mirabilis in concentrations of 5% and 10%. The methanol extract showed no inhibition
of the Gram-positive front microorganism E. faecalis all concentrations, however, for
the gram-negative show that only P. mirabilis, K. pneumoniae were inhibited at con-
centrations of 5% and 10%. The other bacteria were not inhibited before the two ex-
tracts regardless of the concentration used. Given the observed in antimicrobial tests,
it was concluded that propolis extracts showed higher antibacterial activity against
microorganisms gram-positive than gram-negative.
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1 INTRODUCAO

A atividade biologica de produtos naturais vem sendo estudada e priorizada
nos ultimos tempos. A eficacia desses produtos tem sido reconhecida e os desafios
propostos referem-se a identificacdo de novos compostos bioativos, assim como a
compreensdo dos seus mecanismos de acdo (OLDONI, 2007).

Por apresentar uma composicdo heterogénea de substancias ativas, os produ-
tos naturais sdo fontes valiosas para o desenvolvimento de novos compostos medi-
cinais, e estudos recentes mostram resultados promissores (NEWMAN ET AL., 2003).

Em meio a enorme diversidade de produtos naturais existentes no Brasil, os de
origem apicola tém apresentado destaque por serem de facil obtencéo e por mostra-
rem inumeras propriedades farmacologicas (MENDONCA, 2011).

A propolis € uma substancia resinosa ou algumas vezes cerosa, coletada por abelhas
da espécie Apis mellifera de diferentes exsudatos vegetais (VARGAS ET AL., 2004). De-
vido ao seu baixo custo e as diversas finalidades terapéuticas, dentre elas a atividade
antimicrobiana, a propolis € comercializada pela industria farmacéutica e utilizada
na medicina alternativa em varios locais do mundo. Nos ultimos anos o comércio da
propolis aumentou intensamente, com destaque para a venda dos extratos hidroalco-
olicos (ANDRADE, 2010; GARCIA ET AL., APUD MENDONCA, 2011).

As atividades biologicas da propolis se mostram mais evidentes devido ao
crescente consumo deste produto, como alimento funcional, havendo, desta forma,
necessidades de maiores estudos sobre a mesma e suas aplicagcdes terapéuticas. A
maior parte dos trabalhos encontrados na literatura refere-se a propolis verde, sendo
que apenas nos ultimos anos a propolis vermelha tem sido objeto de estudo (MEN-
DONCA, 2011).

Segundo Bruno Bueno Silva (2008), a crescente busca de novas alternativas para
o controle e tratamento de diferentes infeccdes se justifica devido uma série de pro-
blemas relacionados a multirresisténcia, acarretada, na maioria dos casos, por meio
do uso indiscriminado e prolongado de antimicrobianos quimicos sintéticos que le-
vam & selecéo de micro-organismos patogénicos mutantes resistentes a esses com-
postos, tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa eficaz
e econdmica (VARGAS ET AL, 2004).

Para reducdo destes problemas algumas medidas devem ser tomadas tanto as
preventivas quanto as de erradicacao, porquanto se faz necessario o controle do uso
de antimicrobianos, o desenvolvimento de pesquisas para melhor compreensdo dos
mecanismos genéticos de resisténcia e continuidade dos estudos referentes ao de-
senvolvimento de novas drogas sintéticas e/ou naturais (NASCIMENTO ET AL., 2008).
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Portanto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacte-
riana dos extratos hexanico e metanolico de amostra de propolis vermelha obtida no
municipio Barra de Santo Anténio/AL frente bactérias gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis) e gram-negativas (Escheri-
chia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Psedomonas aeruginosa).

3 METODOLOGIA

Este trabalho foi desenvolvido nos laboratorios de Quimica e Microbiologia
da Faculdade Integrada Tiradentes (FITs). A amostra de propolis vermelha foi prove-
niente do Apiario DAMAS, localizado na Fazenda do Camardo, Barra de Santo An-
tonio/AL, sendo cedida pelo apicultor auténomo Ivanildo José de Lima Silva sob a
forma resinosa em armacéao de madeira. O material analisado foi unicamente oriun-
do desse apiario e selecionado de diversas caixas de apicultura.

A propolis vermelha foi avaliada macroscopicamente levando-se em conside-
racdo suas caracteristicas fisicas como coloracéo, textura a temperatura ambiente e
odor. A partir disso, houve pesagem em balanca de precisédo, totalizando 44,79g. Uma
pequena porcdo (3,05g), ainda sob forma resinosa, foi separada, armazenada e man-
tida sob refrigeracdo dois a 8° C em frasco de ambar.

O material obtido foi submetido a extracdo (maceracéo) com etanol 99,5%, utilizando
volume fixo do solvente (800mL), substituindo-o a cada 72 horas. Esperou-se a sedimenta-
cdo da fase solida para transferéncia da solucdo obtida (sobrenadante) com filtragem apos
o processo de extracdo. O solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, obtendo-se assim
o extrato bruto, sendo a metodologia utilizada para este fim a rotaevaporacéo a vacuo.

A particdo do extrato bruto foi realizada por meio de um processo de particdo
liquido-liquido com os solventes organicos hexano e metanol, o qual se baseia na
interacao polar entre as moléculas do extrato e os solventes. Apos obtencao dos dis-
tintos extratos, metandlico e hexanico, foram preparadas concentracdes a partir de
diluicdes com solvente especifico correspondentes a 1%, 2%, 5% e 10%. A descricdo e
padronizacao do processo estdo representadas no Quadro 1:

Quadro 1 - Padronizacdo das Concentracdes para 1 mL de Solucédo

Concentracao Peso em MG Volume do solvente uL
1% 10 990
2% 20 980
5% 50 950
10% 100 900

Esta proporgéo serviu de base para preparacao das solucdes hexanica e metanolica para cada solvente utilizado no estudo.

Fonte: Dados dos autores
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As amostras bacterianas utilizadas na pesquisa foram cedidas pelo setor de
microbiologia do Laboratorio Hélia Mendes LTDA, situado na Rua Dom Vital, 2, Farol,
Maceid/AL. Todos os repiques bacterianos passaram por identificacdo prévia, uma
vez que se tratam de isolados de amostras clinicas para controle interno dos rea-
gentes, meios de cultura e provas bioquimicas utilizadas na rotina microbiologica
do laboratoério supracitado. A selecdo de tais micro-organismos se justifica devido as
altas taxas de isolamento provenientes de amostras clinicas humanas, o que confere
maior participacdo dos mesmos nos processos infecciosos relacionados aos ambitos:
comunitario e nosocomial.

As placas com meio de cultura passaram por prova de esterilizacdo em estufa
por 24 horas a temperatura de 37°C +/- 2°C, sendo posteriormente armazenadas em
geladeira a temperatura de 2 a 8°C. O indculo bacteriano foi preparado a partir da
suspenséo de células de crescimento recente (24 horas) em solucéo salina 0,9%, sen-
do a densidade otica acertada até turbidez correspondente a solucdo de McFarland
0,5 (625 nm, Abs entre 0,08 e 0,1). O numero de células de uma suspensao bacteriana
pode ser determinado em aproximacao, por comparacdo com os padrdes de tal es-
cala (APPLENTON, 2004).

Os ensaios biologicos foram realizados in vitro frente aos micro-organismos
gram-positivos (Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Enterococcus
spp.) e gram- negativos (Escherichia coli, Klebsiella spp, Proteus mirabilis e Pseudo-
monas aeruginosa). Utilizaram-se os testes de sensibilidade a agentes antimicrobia-
nos por meio de gotejamento dos extratos em suas diferentes concentragcdes no
meio agar Muller Hinton previamente semeado (Método de difusdo Kirby-Bauer mo-
dificado). O volume de cada gota foi equivalente a 10L para todas as concentracdes
e 0 semeio realizado da forma homogénea e uniforme com o auxilio de swab esteéril
sobre a superficie de todo o agar distribuido na placa, formando uma “espécie de ta-
pete” bacteriano apos o crescimento dos micro-organismaos.

As leituras dos inoculos foram realizadas apos tempo de incubacédo de 24 a 48
horas a temperatura de 37°C +/- 2°C. A sensibilidade bacteriana foi aferida obser-
vando-se a formacdo ou ndo de halos, sendo descrita como Inibicdo Presente (IP)
e Inibicdo Ausente (IA). O etanol absoluto foi utilizado como controle para todas as
amostras bacterianas.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise organoléptica a amostra de propolis vermelha demonstrou aspecto se-
roso firme, odor balsdmico e coloracdo vermelha-amarronzada uniforme. Além disso,
ndo apresentou estruturas estranhas aderidas a sua superficie. A mistura produzida apos
a adicdo do solvente primario (etanol 99,5%) produziu solucdo cuja coloracdo se manteve
vermelho-vivo, perdendo intensidade de cor a cada substituicdo de volume do solvente.

Ciéncias Bioldgicas e da Saude | Maceid | v. 2 | n.3 | p. 33-44 | Maio 2015 | periodicos.set.edu.br



38 | Cadernos de Graduacéo

Essa variacdo das caracteristicas organolépticas esta intimamente relacionada
com a flora da regido, neste caso a espécie vegetal Dalbergia ecastophyllum nativa
dos manguezais alagoanos, a qual produz e exibe seiva avermelhada semelhante a
coloracdo da amostra de propolis utilizada neste estudo, além de outros fatores sa-
zonais.

A utilizac8o do meio Agar Mueller Hinton se explica devido as caracteristicas de
sua composicao, cujas substancias presentes ndo interferem no processo de difusao
nem na funcéo bioldgica das solucdes preparadas para fins bacteriologicos, especial-
mente em se tratando dos testes de sensibilidade (APPLENTON, 2004).

A prova de esterilizacdo das placas compreendeu fator importante no processo
de analise, pois permitiu avaliacdo da qualidade dos meios de cultura, assim como a
verificacdo da presenca de crescimento de bactérias contaminantes, as quais pode-
riam sugerir resultados falso-positivos e inviabilizar todo processo. Todas as placas
apos incubacdo de 24 horas em estufa a 37°C +/- 2°C se mostraram livres de conta-
minantes.

A padronizacao do inoculo de acordo com a escala McFarland a 0,5% nos permi-
tiu melhor reprodutibilidade e validacdo dos testes de sensibilidade, pois suspensdes
bacterianas abaixo ou acima das proporcdes estabelecidas pela escala citada podem
produzir leituras errbneas a respeito do poder inibitorio, reportando um resultado nao
condizente com o esperado.

O etanol absoluto foi utilizado como controle devido a sua alta taxa de volatili-
dade e seu efeito bacteriostatico e ndo bactericida. Diante disso, evidenciou-se que a
inibicdo do crescimento bacteriano foi causada pelas propriedades quimicas da pro-
polis vermelha, pois para todas as bactérias o controle se mostrou negativo, ou seja,
auséncia da formacao de halos. Da mesma forma que nos experimentos de Lima e
outros autores (2009), cujo alcool na concentracao de 70% ndo promoveu efeito ca-
paz de potencializar a atividade da propolis e alterar os resultados, sendo que neste
caso o alcool possui poder bactericida.

Na area médica e veterinaria as investigacdes sobre as propriedades antibioti-
cas da propolis tém sido conduzidas, nas quais o produto tem demonstrado eficiente
atividade em relacdo a diversos géneros de bactérias (PINTO ET AL., 2001). Segqundo
estudos de Packer e outros autores (2007), observou-se que a propolis formou halo
de inibicéo frente a cepa de Staphylococcus spp. € de Escherichia col.

Marcucci e outros autores (2007) relataram que a atividade antibacteriana da
propolis € maior sobre bactérias gram-positivas, devido aos flavonoides, acidos e €s-
teres aromaticos presentes na resina, agindo sobre a parede celular dos micro-orga-
nismos, entretanto, © mecanismo de acdo nao foi esclarecido.
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De acordo com Takaisi-Kikuni e Schilcher (1994), o extrato etandlico de propolis
inibe o crescimento bacteriano por prevenir a divisdo celular e por produzir defeitos
na estrutura da parede celular, levando a bacteriolise parcial e a formacédo de bactérias
pseudomulticelulares (policarioticos), e ainda, desorganiza o citoplasma, caracteriza-
do pela presenca de espacos vazios ou estruturas fibrosas (fibrouslike), além de causar
alteracdo na membrana citoplasmatica e inibir a sintese proteica.

Pinto e outros autores (2001), observaram que amostras de propolis demons-
traram atividade inibitoria sobre Staphylococcus spp, Staphylococcus spp. Coagula-
se Negativa e Streptococcus agalactiae, mas nao mostraram capacidade em inibir
o crescimento das amostras gram-negativas. Andrade (2010) refere que o efeito da
propolis vermelha para determinados micro-organismos tem se revelado altamente
inibitorio, como o descrito para Bacillus spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp.
Para Daugsch e outros autores (2007) as amostras de propolis vermelha da regido
Nordeste brasileira apresentaram atividade antimicrobiana frente a S. Aureus (ATCC
25953), em concentracdes proximas de 2,5 Ug/mL.

Neste estudo observou-se que os extratos de propolis vermelha se mostraram
mais eficientes frente aos micro-organismos gram-positivos, porém o extrato hexani-
co apresentou maior poder antibacteriano, uma vez que conseguiu impedir o cresci-
mento em todas as concentracdes dispostas no estudo. Para os gram-negativos este
extrato apresentou acdo inibitdria apenas para o P. mirabilis nas concentracdes de
5% e 10%. O perfil de sensibilidade das bactérias ao extrato hexanico esta descrito na
tabela abaixo:

Tabela 1 — Perfil de Atividade Antibacteriana para Extrato Hexanico

Micro-organismos Concentracgdes Etanol 99,5%

Gram positivos 1% | 2% | 5% | 10% Controle
Enterococcus faecalis P IP IP IP IA
Staphylococcus aureus IP IP IP IP IA
Streptococcus agalactiae IP IP IP IP IA

Gram negativos 1% | 2% | 5% | 10% Controle
Escherichia coli IA IA | IA | IA IA
Klebsiella pneumoniae IA IA | IA IA IA
Proteus mirabilis IA IA IP IP IA
Pseudomonas aeruginosa IA IA | IA | IA IA

*]A= Inibicdo Ausente
*IP= Inibicdo Presente

Fonte: Dados dos autores
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Em contrapartida as concentracdes metanolicas s© ndo se mostraram eficientes
contra 0 micro-organismo gram-positivo E. faecalis e, em relacdo aos gram-negativos
fol visto que para as espécies P mirabilis e Klebsiella spp. as solucdes mostraram ati-
vidade inibitoria apenas nas concentracdes de 5% e 10% (Tabela 2). Comprovando,
deste modo, as afirmacdes de Andrade e outros autores (2010) que a propolis de-
monstra parcial efetividade ou inatividade em relagdo ao grupo de bactérias gram-
-negativas como: E. coli, Pseudomonas spp., Salmonella spp., Proteus spp. e Klebsiella
spp. Todos os outros micro-organismos restantes apresentaram auséncia de inibicdo
para os dois extratos independentemente da concentracdo utilizada.

Tabela 2 — Perfil de Atividade Antibacteriana para Extrato Metandlico

Micro-organismos Concentracdes Etanol
99,5%

Gram positivos 1% | 2% | 5% | 10% | Controle
Enterococcus faecalis IAJIAJIA | IA IA
Staphylococcus aureus P |IP|IP| IP IA
Streptococcus agalactiae P |IP|IP| IP IA

Gram negativos 1% | 2% | 5% | 10% | Controle
Escherichia coli IAJIAJIA| IA IA
Klebsiella pneumoniae IAJIAJIP | IP IA
Proteus mirabilis IAJIA|IP IP IA
Pseudomonas aeruginosa IAJIAJIA| IA IA

*IA= Inibicdo Ausente
*IP= Inibi¢cdo Presente

Fonte: Dados dos autores.

A partir disto, verificou-se que a propolis apresenta eficiente atividade contra mi-
Cro-organismos gram-positivos e atividade reduzida contra gram-negativos, obtendo
assim, resultados parcialmente semelhantes aos descritos na bibliografia utilizada e
citada no corpo do trabalho. A variabilidade nos resultados pode ter ocorrido devido
a diferenca de forca da polaridade entre os solventes organicos e os constituintes da
propolis vermelha, aspecto que necessita de estudos amplos e mais detalhados para
o estabelecimento e caracterizacdo do mecanismo de acdo deste produto natural
como agente antibacteriano, além da relacédo de sinergismo entre suas moléculas, 0s
solventes e a interacdo com as estruturas bacterianas.

5 CONCLUSOES

Diante do observado nos testes antimicrobianos, pdde-se concluir que os extra-
tos de propolis vermelha demonstraram maior atividade antibacteriana contra os mi-
Cro-organismos gram-positivos do que em relacdo aos gram-negativos. Deste modo, a
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utilizacdo de um produto de fonte natural no tratamento de infec¢des bacterianas ndo
complicadas em seu estagio inicial colaboraria com a reducao e o uso indiscriminado de
antibioticos sintéticos, os quais favorecem a aquisicao de resisténcia, além de proporcio-
narem efeitos adversos devido a sua utilizacdo em longo prazo.

O estudo da atividade antimicrobiana da propolis vermelha oriunda de Alagoas
enfatiza a necessidade de divulgacédo dessa matéria-prima como uma fonte alternati-
va e simples no tratamento de infeccdes causadas por bactérias, representando aces-
so a um produto de fonte confiavel e com eficiéncia comprovada cientificamente.

Por se tratar de um estudo qualitativo se faz necessaria a realizacao de uma pesquisa
mais aprofundada em relacéo a atividade bioldgica da propolis vermelha, sobretudo como
antimicrobiano natural, com a finalidade de validar as informacdes obtidas por meio de
avaliacdo quantitativa e fisico-quimica das amostras produzidas em territorio alagoano.
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