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EPIGRAFE

“Quem como Deus?”

(Sdo Miguel Arcanjo)



RESUMO

BRITO, Layse Ferreira de. Atividade de extratos de propolis frente a micro-organismos
patdgenos e probioticos. 2019. 41 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

Existe um interesse enorme no uso de substancias naturais, como a prépolis no combate a
infecgBes, principalmente por micro-organismos multirresistentes a antibidticos, tendo em
vista a questdo da resisténcia bacteriana. Mel e especialmente a propolis sdo ricos em
compostos antioxidantes e antimicrobianos. Muito dos compostos antioxidantes presentes
na prépolis afeta a viabilidade de uma série de micro-organismos indesejaveis, mas o papel
destas substancias sobre a atividade de micro-organismos probidticos ainda ndo foi
determinada. Bactérias probioticas tanto do género Bifidobacterium como Lactobacillus séo
beneficiadas em ambientes com baixo potencial redox e a presenca de compostos
antioxidantes em muitos casos estimula seletivamente seu crescimento ou atividade. Assim
é necessario conhecer mais a fundo os efeitos de compostos fendlicos presentes nos extratos
de propolis sobre estas bactérias. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito dos extratos
de prépolis em micro-organismos patdgenos, como também em bactérias probidticas.
Utilizando-se dos métodos de difusdo em agar e concentracdo inibitoria minima foi estudada
a atividade e o potencial de acdo dessa substancia natural sobre dois grupos de micro-
organismos. Foi observado que a maceracdo em agua ndo extrai 0s compostos bioativos
presentes nestas amostras, diferentemente dos extratos etandlicos que apresentaram
atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas (S. aureus) e atividade antifingica
(Candida albicans) comparavel a da anfotericina B. Os extratos EEP12 e EEP13 foram os
mais promissores para O USO COMO agentes protetivos contra agentes patogénicos e
deteriorantes. Os EEP12 e EEP13 continham respectivamente 16,4 e 9,3 mgEas/100mg de
acidos fendlicos e 8,0 e 4,7 mgEqu/100mg de flavonoides. Além disso, diferentemente da
levedura probidtica Saccharomyces boulardii, Lactobacillus probi6ticos do grupo casei nao
foram significativamente inibidos pelos extratos, tornando a prépolis um atrativo produto
para ser usado como aditivo alimentar, inclusive em alimentos fermentados, além de uma
atraente substancia de uso clinico, devido sua acdo em patogenos.

Palavras chaves: propolis; antimicrobiano; patégenos; probidticos.



ABSTRACT

BRITO, Layse Ferreira de. Activity of propolis extracts against pathogenic and probiotic
microorganisms. 2019. 41 p. Dissertation (Master in Science and Food Technology).
Institute of Technology, Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2019.

There is a huge interest in the use of natural substances, such as propolis in the fight against
infections, especially by multi-resistant microorganisms due to the question of bacterial
resistance. Honey and especially propolis are rich in antioxidant and antimicrobial
compounds. Most of the antioxidant compounds present in propolis affect the viability of a
number of undesirable microorganisms, but the role of these substances on the activity of
probiotic microorganisms has not yet been determined. Probiotic bacteria of both the genus
Bifidobacterium and Lactobacillus are benefited in environments with low redox potential
and the presence of antioxidant compounds in many cases selectively stimulates their growth
or activity. Therefore, it is necessary to know more about the effects of phenolic compounds
present in propolis extracts on these bacteria. The aim of this research is to evaluate the effect
of propolis extracts on pathogenic microorganisms, as well as on probiotic bacteria. The
activity and potential of these natural substances on both groups of microorganisms was
studied using the methods of diffusion in agar and minimum inhibitory concentration. It was
observed that the maceration in water does not extract the bioactive compounds present in
these samples, unlike the ethanolic extracts that showed anti-microbial activity against gram-
positive bacteria (S. aureus) and antifungal activity (Candida albicans) comparable to
amphotericin B. The extracts EEP12 and EEP13 were the most promising for use as
protective agents against pathogens and spoilage agents. The EEP12 and EEP13 contained
respectively 16.4 and 9.3 mgEac/100mg of phenolic acids and 8.0 and 4.7 mgEqu/100mg of
flavonoids. In addition, unlike the probiotic yeast Saccharomyces boulardii, probiotic
Lactobacillus from the L. casei group were not significantly inhibited by the extracts, making
propolis an attractive product to be used as a food additive, including fermented foods, as
well as an attractive substance for clinical use due to its action on pathogens.

Key words: propolis ; antimicrobial; patogenic; probiotics.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais sdo uma fonte interessante de novas substancias terapéuticas
(ZABAIQOU et al., 2017). Segundo a Food and Agricultural Organization of the United
Nations - FAO (1996) a propolis € uma mistura de cera de abelha e resinas de plantas
coletadas pelas abelhas, particularmente de flores e brotos de folhas, sendo entéo misturadas
com saliva e outras secrec@es das abelhas, como a cera. Sendo considerada uma fonte
promissora de compostos para a descoberta de novos produtos farmacéuticos. Nas Ultimas
décadas, varios trabalhos relacionados com a composic¢do da propolis e suas propriedades
bioldgicas foram publicados, revelando o interesse dos pesquisadores nesse produto e seu
potencial para a industria farmacéutica (ALVES e KUBOTA, 2013; BANKOVA et al.,
2000; CASTRO et al., 2009; GONCALVES et al., 2011).

Diversos estudos apontam a prépolis como um composto de eficaz atividade
antibacteriana frente a diversas bactérias, tendo seu potencial dependente de diversos fatores
intrinsecos e extrinsecos, como estacdes do ano, método de coleta e extracdo, origem
botanica e geografica, (FROZZA et al., 2013; MACHADO et al., 2016; MARCUCCI, 1995;
ZABAIOU et al., 2017).

A maior parte da atividade antibacteriana, antifungica e antiinflamatoria da proépolis é
devido a presenca de compostos polares, principalmente fendis como flavonoides e acidos
fendlicos, entre os quais acido cafeico e &cido p-cumarico (HUANG et al., 2014).

Desde da década de 90 o uso de probioticos teve um aumento exponencial, tanto em
pacientes hospitalizados quanto no publico em geral (McFARLAND, 2015). A definigdo de
probidticos feita pela FAO e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), publicada em 2001,
foi amplamente adotada e aprovada por pesquisadores, 6rgdos regulamentadores e
consumidores. Organizag6es e agéncias como Codex Alimentarius, Health Canada, World
Gastroenterology Organization, European Food Safety Authority (EFSA) e Institute of Food
Technologists utilizaram a definicdo da FAO/OMS quando se refere a probioticos. Em 2013,
em reunido da International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP), a
definicdo de probidticos foi atualizada para: “Micro-organismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, confere um beneficio de saude ao hospedeiro”
(FOOD AND AGRICULTURAL ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS AND
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2006; HEALTH CANADA, 2009; HILL et al.,
2014).

Diversas sdo os beneficios que a utilizacdo de probioticos pode oferecer a salde do
hospedeiro. Tais vantagens incluem a modulacdo da microbiota intestinal, atenuacdo dos
efeitos de alguns tipos de diarreias, producdo de vitaminas que sdo absorvidas, a retomada
da sintese de vitaminas (principalmente as do complexo B que é prejudicada, quando na
microbiota intestinal predominam determinados grupos microbianos , evitando o surgimento
da hipovitaminose), promocdao de resisténcia gastrintestinal e urogenital a colonizacéo por
micro-organismos patogénicos, reestruturacdo da microbiota intestinal apds uma longa
exposicao a antibioticoterapia, estimulacdo do sistema imunolégico e alivio da constipacado
intestinal (CANANI et al., 2007; COUDRAY et al., 2005; ISOLAURI, 2003; PELUSO et
al., 2007; ROLFE, 2000; SCHIFFRIN et al., 1995; STEFE et al., 2008).

Existe um interesse enorme no uso de substancias presentes na propolis no combate a
infeccOes, principalmente por micro-organismos multiresistentes a antibioticos. Por outro
lado, tanto bifidobactérias como lactobacilos sdo beneficiados em ambientes com baixo
potencial redox e a presenca de compostos antioxidantes é importante a este respeito. Leite
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e mel sdo matrizes alimenticias ricas em substancias antioxidantes, mas o papel destas
substancias sobre a atividade prebiotica ainda ndo foi determinado (LUCHESE;
PRUDENCIO; GUERRA, 2017). A maioria dos compostos antioxidantes presentes na
prépolis afeta a viabilidade de uma série de micro-organismos indesejaveis, mas
aparentemente ndo afeta as bactérias probidticas ou, em muitos casos, estimula seu
crescimento. Assim é necessario conhecer mais a fundo os efeitos de compostos fendlicos
presentes na prépolis sob estas bactérias também.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito dos extratos de propolis em micro-organismos patdgenos ou
potencialmente patégenos, como também em bactérias probioticas.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar diferencas da agua e do etanol como solventes extratores na atividade
antimicrobiana da propolis, utilizando o método difusdo em agar.

Estudar a atividade antimicrobiana dos 20 extratos de propolis em 9 cepas de
lactobacilos isoladas de material fecal de recém nascidos.

Estudar a atividade antimicrobiana de extratos de prépolis em diferentes
solventes extratores contra Staphylococcus aureus ATCC 12692, incluindo cepa
resistente a meticilina Staphylococcus aureus MRSA ATCC 43300, Candida
albicans isolada de material fecal de recém nascidos, como também Escherichia
coli ATCC e a Salmonella Typhimurium isolada de kani.

Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos extratos de propolis que
apresentarem atividade antimicrobiana pelo método da difusdo em &gar.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Histdrico, Defini¢do e Fun¢do da Prépolis na Colmeia

N&o ¢ de hoje que se tem conhecimento sobre as propriedades da prépolis, boa parte das
civilizagdes antigas conheciam e utilizavam produtos derivados das abelhas como recursos
valiosos em sua medicina ha pelo menos 300 a.C.. A prépolis foi usada pelos egipcios como
um dos componentes de embalsamamento devido as suas propriedades anti-putrefativas,
pelos incas como agente antipirético e, pelos medicos gregos e romanos por usarem como
desinfetante bucal e como um produto antisséptico e curativo no tratamento de feridas,
prescritas para terapia topica de feridas cutdneas (BANKOVA et al., 2000; FREIRES et al.,
2016; SFORCIN e BANKOVA, 2011).

Apos ter sido listada na farmacopeia de Londres nos meados do século XVII, como uma
droga oficial, entre os seculos XV1I e XX, acabou se tornando bastante disseminado seu uso,
gracas a sua acao antibacteriana. Na Italia, o famoso musico Stradivari a utilizou como
verniz. Na Segunda Guerra Mundial foi usada em varias clinicas soviéticas para o tratamento
da tuberculose, por terem percebido a diminuig&o dos problemas pulmonares e a melhora do
apetite dos combatentes (WAGH, 2013).

Segundo a Instru¢cdo Normativa N° 11, de 20 de outubro de 2000 — MAPA: Entende-se
por mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das flores
ou das secrecOes procedentes de partes vivas das plantas ou de excrecGes de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem,
transformam, combinam com substéncias especificas proprias, armazenam e deixam
madurar nos favos da colmeia.

Originéria do grego a palavra propolis, em que “pro” representa “para ou em defesa” e
“polis” significa “a cidade”, indicando assim sua principal funcdo deste produto que € a
defesa da colmeia. Devido & sua natureza cerosa e suas propriedades mecénicas, a propolis
é usada pelas abelhas como cimento para que possa ser mantido a umidade e temperatura
estaveis na colmeia durante as quatro estacdes, selar fissuras ou espacos abertos, evitando
assim que invasores entrem e 0S que conseguem entrar, as suas carcagas sao encobertas com
prépolis para evitar sua decomposicao, ja que nao conseguem retira-las. (AL-WAILI et al.,
2012; MARCO et al., 2017; SFORCIN, 2016; SHARAF et al., 2013).

3.2 Prépolis: Composicdo Quimica, Caracteristicas Fisicas-Quimicas e Extracdo

A propolis é composta por 50% de resina, 30% de cera, 10% de 6leos essenciais e
aromaticos, 5% de pélen e 5% de outras substancias (AL-WAILI et al., 2012). Diferentes
estudos ja provaram que a composi¢do quimica da propolis e, consequentemente, seus
efeitos biologicos, depende de varios fatores, como a origem geogréfica, os tipos de fontes
vegetais, tempo de coleta, espécie de abelha e estacdo do ano (BANKOVA, 2005;
MASSARO et al., 2013).

Consequentemente a composicdo da propolis é bastante complexa e varidvel, sendo
representantes de origem vegetal especifica. . Alguns constituintes estdo presentes em muitas
amostras entre 0s quais . polifendis; acidos benzédicos e derivados; alcool cindmico, acido
cindmico e seus derivados; derivados de benzaldeido; alcoois, cetonas e compostos
heteroaromaticos; hidrocarbonetos alifaticos; minerais; esterois e esterdides; aclcares e



aminoacidos (HUANG et al., 2014). As propor¢des destes compostos podem variar de
acordo com a época e local de coleta (WAGH, 2013).

A propolis é de natureza lipofilica, sendo um material fragil, mole de consisténcia
pegajosa quando aquecida em temperaturas que variam de 25°C a 45°C. Em baixas
temperaturas torna-se dura e quebradica. Acima de 45°C, torna-se cada vez mais pegajosa e
gomosa, partindo para o estado liquido a 60°C - 70°C, mas, para algumas amostras devido a
sua variedade de composicdo, o ponto de fusdo pode chegar a 100°C. Possui um cheiro
caracteristico e agradavel, a variacao de cor que passa pelo amarelo ao verde, do vermelho
ao marrom escuro, dependendo de sua origem e idade (WAGH, 2013).

Os extratos de propolis sdo geralmente obtidos através de técnicas convencionais, como
maceracdo, por Soxhlet, como também métodos alternativos, como a extracdo com fluido
supercritico (ALENCAR et al., 2007). E sabido que o método de extracdo como também o
solvente irdo afetar diretamente quais compostos serdo extraidos da propolis, influenciando
assim na seletividade e o rendimento (MACHADO et al., 2015). Dependendo da finalidade,
de quais compostos deseja extrair, 0s mais comumente utilizados sdo: &gua, metanol, etanol,
cloroférmio, diclorometano, éter e acetona. Agua e &lcool sdo os solventes que mais
conseguem extrair compostos de acdo bactericida, sendo o alcool o de primeira escolha
devido a sua afinidade com as caracteristicas quimicas da matriz, por questdes de polaridade
(KUMAR et al., 2008).

3.3 Contexto da Propolis no Brasil

Devido as suas dimens@es continentais, o Brasil tem uma grande biodiversidade e assim,
resultando numa grande variedade de prépolis (MARCUCCI et al., 2000), até entdo, tem
catalogado 13 tipos de propolis (PARK et al., 2002) classificaram as amostras de propolis
coletadas de diferentes regides do Brasil em 12 grupos, de acordo com a aparéncia e cor que
0s extratos apresentam. A Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), uma planta nativa
brasileira, é a fonte botanica mais importante da prdpolis no sudeste brasileiro, sendo
conhecida como propolis verde (TEIXEIRA et al., 2006) tendo em sua composicdo
derivados do 4cido p-cumarico e de acetofenona (SALOMAO et al., 2008).

Posteriormente, uma nova propolis foi encontrada em colmeias localizadas ao longo da
costa e dos manguezais do Nordeste Brasileiro sendo classificada como uma prépolis do
grupo 13. Esta propolis é chamada prépolis vermelha, com origem botanica em Dalbergia
ecastophyllum (L.) Taub. (Fabaceae) (SILVA et al., 2008).

Economicamente falando, a propolis tem agregado cada vez mais valor, ja que de 2010
a 2012, a propolis verde tem sido considerada uma das mais importantes do mundo,
recebendo um aumento de mais de 50% no mercado internacional sendo exportada para a
China, Japdo e Alemanha. Assim o valor da propolis vermelha aumentou cinco vezes mais
em relacdo aos outros tipos de prépolis (FERREIRA et al., 2017; FREIRES et al., 2016).

3.4 Aplicaces e Propriedades Biologicas da Propolis

A venda de propolis como remédio natural vem se ampliando em muitas lojas de
produtos naturais nas mais diversas formas. Aplica¢fes da propolis incluem formulagoes
para resfriado (infeccdes do trato respiratdrio superior, resfriado comum e infecgdes gripais),
como também preparacGes dermatoldgicas Gteis na cicatrizacdo de feridas, tratamento de
queimaduras, acne, herpes simples e genitais e neurodermatite. Estd comercialmente
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disponivel na forma de cépsulas, solugdes bucais, xaropes, cremes, pastilhas para garganta,
em pd, e também em alguns outros produtos processados para se retirar a cera. A
concentracdo em preparagdes de venda livre é variavel, de 120 mg de propolis por
comprimido a 600 mg de propolis em 15 mL de xarope. Recomendagdes gerais indicam uma
dose trés vezes por dia, independente do uso terapéutico (NINA et al., 2015; WAGH, 2013).

Nos ultimos anos, um crescente interesse em produzir ou descobrir novas moléculas
antioxidantes para producdo de alimentos funcionais tem emergido. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (1999) define alimentos funcionais como “todo aquele
alimento ou ingrediente que, além das fung¢des nutricionais basicas, quando consumido como
parte da dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a
salde, devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica e sua eficécia e seguranca
deve ser assegurado por estudos cientifico”(VIUDA-MARTOS et al., 2008).

Visando a reducdo de doencas, o processo de envelhecimento como também
substituicdo de conservantes artificiais pelos naturais, industrias alimenticias estdo
desenvolvendo substéncias antioxidantes e/ou alimentos enriquecidos com antioxidantes,
devido a suas propriedades bactericidas e bacteriostaticas. Neste campo, 0S compostos
originados na colmeia, como mel, prépolis e geleia real ganharam destaque (BOUAYD e
BOHN, 2010; SFORCIN e BANKOVA, 2011; TOSI et al., 2007).

Em virtude de suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, a propolis atraiu o
interesse da ciéncia nas Ultimas décadas (GHISALBERTI, 1979). Foi visto que a propolis
ndo é toxica para humanos ou animais a menos que seja administrada numa dose muito alta
(BURDOCK, 1998). A propolis tem sido usada na medicina popular pelo efeito profilatico
contra inflamacdo, doencas cardiacas, hepatoxicidade por diabetes mellitus e céncer
(BANSKOTA et al.,, 2001). Diversas atividades biolégicas como anticancerigenas
(KALOGEROPQOULOS et al., 2009; KROL et al., 1996), antioxidantes, anti-inflamatorias,
antibacterianas, antifungicas (NINA et al., 2015; SILVA et al., 2017; TOHAMY et al., 2014;
VARGAS-SANCHEZ et al., 2014) foram relatadas.

3.4.1 Atividade antimicrobiana em relacdo ao potencial antioxidante da propolis

As atividades antimicrobianas da prépolis contra diferentes bactérias gram-positivas e
gram-negativas, fungos e protozoarios foram demonstrados em varios estudos (MENESES
et al., 2009; NINA et al., 2015; SILVA et al., 2017). Essas atividades estdo principalmente
associadas ao contetdo de flavonoides e derivados de &cidos cafeicos. Além disso, a
presenca de outras substancias, como terpenoides, contribuem para a atividade
antimicrobiana (BUSANI et al., 2012; ZASLOFF, 2002). Amostras de préopolis com
diferentes substancias quimicas mostram diferentes propriedades antimicrobianas
(SALOMAO et al., 2004; VELIKOVA et al., 2000). Estudos apontam até extratos de
propolis como algo a ser inserido na alimentagcdo de ruminantes, devido ao seu potencial
antibacteriano, como alternativa ao uso de antibioticos e aditivos quimicos usados na criagdo
desses animais (AGUIAR et al., 2013).

Na Tabela 1, mostra-se um apanhado dos ultimos 10 anos de pesquisa referente a

atividades bioldgicas da prépolis.



Tabela 1: Atividade antibacteriana, antifungica e antiparasitaria de propolis.

Micro- Caracteristicas Detalhes  do Referéncias
organismos do extrato resultado
Staphylococcus Método de Extrato (KUMAR
aureus, Bacillus | extracdo fria, éter, | etanolico et al., 2008)
subtilis, cloroférmio, etanol, | apresentou  maior
Pseudomonas metanol e 40% de | zona de inibicdo do
aeruginosa, metanol). que os metandlicos
Escherichia coli, contra todos os
Candida albicans e micro-organismos.
Asparagus niger
Bacillus subtilis, | Método a  frio | Mostraram (GUMGU
MRSA, Micrococcus | usando como | diferenca MJEE, 2010)
Pseudomonas solvente alcool a 70 | significativa, tendo
aerginosa, e 96%. como diferenca o
Escherichia coli e gram da bactéria.
Proteus vulgaris.
Salmonella Typhi Extraido com S. Typhi foi (ORSIA et
etanol a 70% e | suscetivel ao | al., 2012)
evaporado 0 | extrato brasileiro e
solvente. bulgaro.
Staphylococcus Obtencéo de Todos 0S (MACHAD
aureus (ATCC 33951 | extratos de prépolis | extratos  tiveram | O et al., 2016)
e 25923) e | por extragdo com | atividade contra
Escherichia coli | fluido supercriticoe S. aureus e E.
(ATCC 25922) extragdo de baixa coli, mas
pressao dependente da
origem da matriz e
do método de
extracao
Trypanosoma cruzi | Extratos alcodlicos | As  concentracfes (SILVA et
(cepa ) com niveis mais | médias de | al., 2017)
elevados de | epimastigotas
compostos foram reduzidas em
fenolicos que | mais de 90% por
estudos anteriores. | todos o0s extratos
analisados.

3.5 Micro-organismos Probidticos

A gama de mecanismos de acdo dos probiodticos é ampla: restaura a microbiota,
destruicdo direta de patdgenos, neutralizacdo de toxinas patogénicas, interferéncia de adeséo,
preservacdo da fisiologia das células hospedeiras normais e regulacdo imune
(McFARLAND, 2014; LIEVIN-LE MOAL e SERVIN, 2014).

A atividade antibacteriana da prépolis contra bactérias probi6ticas ndo tem sido
amplamente avaliada, abrindo um leque de oportunidades para o estudo sobre o efeito na
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microbiota intestinal normal e também sobre a possibilidade de usar essas bactérias
juntamente com o prépolis como um conservante natural (MOHAMED et al., 2016).

Segundo Hill et al. (2014), por exemplo, a Health Canada vem estabelecendo desde
2009 que a quantidade de bactérias probidticas como Bifidobacterium (espécies
adolescentis, animalis, bifidum, breve e longum) e Lactobacillus (espécies acidophilus,
casei, fermentum, gasseri, johnsonii, paracasei, plantarum, rhamnosus e salivarius) em
alimentos deve ser de, pelo menos, 10° unidades formadoras de col6nias (UFC) por porgao.
Também tem sido empregados cepas de Enterococcus, Propionibacterium e inclusive
leveduras, Saccharomyces boulardii (CASTRO et al.,, 2016; MARTIN et al., 2017;
MOSLEMY et al., 2016).

Para serem usadas como probi6ticos, mesmo entre um grupo de bactérias que é
geralmente reconhecidas como seguras (GRAS — generally recognised as safe) por ndo
terem natureza patogénica, ha necessidade de comprovar a seguranca em relacdo ao
desenvolvimento de resistencia a antibidticos € ndo serem -hemoliticas. Também devem
ter identificagdo internacionalmente reconhecidas de acordo com o Codigo Internacional de
Nomenclatura, sobreviverem ndo s a passagem pelo trato gastrointestinal através da
exibicao aos sais biliares e acidez gastrica, mas também serem capazes de proliferarem no
intestino, como também serem consumidas num alimento que Ihe deem protecdo durante a
passagem pelo estdbmago, através dessa proliferagdo exercerem suas vantagens sob o
hospedeiro, além de ter essas vantagens comprovadas in vivo e in vitro por meio de uma
dose conhecida, serem capazes de aderir a0 muco ou epitélio intestinal, , produzir
substancias antibacterianas e influenciar atividades metabolicas como a producdo de D-
lactato (PINEIRO e STANTON, 2007; ZUCCOTTI et al., 2008).

Vérias intecorréncias como, uso irracional de antibioticos, falta de exercicios fisicos e
principalmente a dieta sdo apontados como causa do desiquilibrio da microbiota, diminuicéo
da presenca de microrganimos benéficos, aumentando consequentemente 0s patogénicos.
Essa desregulacdo é chamada de disbiose e acarreta alguns transtornos para o paciente como,
obesidade, esteatose hepatica, alergias, doencas autoimunes, desordens metabdlicas e
neuroldgicas (SCHIPPA e CONTE, 2014). O levantamento em estudos de que umas das
alternativas contra a dishiose, € 0 uso de probiéticos, tem voltado o interesse da ciéncia e da
indUstria a fim de melhor elucidar as vantagens e desvantagens do seu uso, propriedades e
mecanismos de acdo, como também desenvolvimento e aprimoramento de produtos tanto
pela inddstria farmacéutica quanto pela alimenticia (McFARLAND, 2014).

3.5.1 Lactobacillus

Bactérias do género Lactobacillus pertencem ao grupo das laticas. Juntamente com
Bifidobacterium estdo entre 0s micro-organismos probio6ticos mais importantes tipicamente
associados a microbiota intestinal humana, sendo também encontrados nas mucosas vaginal
e oral. Sdo bactérias gram-positivas, catalase-negativa, ndo esporulada, sem motilidade,
desprovidos de citocromo, que se beneficiam de atmosfera anaerdbia, mas séo
aerotolerantes, nutricionalmente exigentes, tolerantes a acidos e estritamente fermentativos;
0 &cido latico € o principal produto final da fermentacdo do agucar (HOLZAPFEL et al.,
2001).

Em relacdo as caracteristicas filogenéticas, os Lactobacillus, podem ser divididos em
dois “subclusters”, ndo tendo correlagdo com as caracteristicas fisiologicas do género. O
primeiro grupo seria os homofermentadores obrigatorios e alguns heterofermentadores
facultativos, ja o segundo contempla todos os demais Lactobacillus que se encaixam nas
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categorias acimas citadas, principalmente os heterofermentadores facultativos, incluindo
posteriormente todos da espécie Pediococcus (SALMINEN e WRIGHT, 1998).

O grupo Lactobacillus casei incluem espécies tipicas do hospedeiro humano, L.
casei, L. paracasei e L. rhamnosus, além de L. zeae (AXELSSON, 2004; HOLZAPFEL et
al., 2001). Essas espécies apresentam comportamento fisioldgico e necessidades nutricionais
muito similares, multiplicando-se em condi¢des ambientais bastante semelhantes (DESAI,
SHAH e POWELL, 2006; FELIS et al., 2001).

Os Lactobacillus sdo exigentes quanto aos nutrientes necessarios para seu
crescimento, requerem uma mistura complexa de aminodacidos, peptideos, acidos graxos,
ésteres, sais, derivados de acidos nucleicos e vitaminas. No entanto, apesar de suas
exigéncias nutricionais, possuem uma ampla varieadade de habitats indo da &gua, solo e
esgoto a microbiota comensal de plantas e do ser humano, cavidades orais, vaginais e
intestinais (PATTEN e LAWS, 2015).

De fato, os Lactobacillus € um dos géneros que possuem predominancia na microbiota
vaginal humana. No entanto, j& na microbiota intestinal humana, os Lactobacillus estéo
presentes em numeros relativamente baixos, representando apenas 0,01-0,6% do total de
bactérias fecais, segundo Patten e Laws (2015). Apesar de sua baixa abundancia no
microbiota intestinal, é inconstestavel o importante papel que desempenham na homeostase
intestinal. Sendo assim, era esperado que os lactobacilos tenham recebido Presuncéo
Qualificada de Seguranca (QPS) (EFSA, 2007) e, consequentemente, pelo interesse da
indUstria alimenticia sdo encontrados com facilidade em diversos tipos de produtos como
nos fermentados, quer como integrante da microbiota bacteriana responsavel pelas
transformac&oes que ocorrem no produto ou como culturas probi6ticas apenas veiculada no
produto alimenticio .



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

O experimento foi realizado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) no Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) do Instituto de Tecnologia,
no laboratério de Microbiologia de Alimentos. Os extratos de propolis, assim como a sua
caracterizacdo quimica, foram fornecidos pelo Departamento de Quimica Organica do
Instituto Quimica, Laboratdrio de Quimica Medicinal e Laboratério de Quimica do Mel da
UFRRJ. Os extratos foram armazenados em embalagens de vidro &mbar em freezer a -20°C
até o momento da sua utilizacdo na determinacdo da atividade antimicrobiana.

4.1.1 Origem geografica das amostras de propolis

Amostras de propolis de abelhas africanizadas (Apis mellifera), foram adquiridas de
apiarios localizados nos municipios de Paraiba do Sul, Paracambi, Paty do Alferes, Pinheiral
e Teresdpolis no estado do Rio de Janeiro, entre os anos de 2014 e 2017 nos meses de janeiro
a junho.

4.1.3 Culturas microbianas

Foram empregadas culturas existentes na colecdo do DTA/IT/UFRRJ.
Patogénicas ou potencialmente patogénicas:

Escherichia coli ATCC 25922 (DTA 44), Staphylococcus aureus ATCC 12692
(DTA 142), S. aureus MRSA ATCC 43300 (DTA 8), Salmonella Typhimurium (DTA 41)
(isolada de kani), como também cepa de Candida albicans (DTA 134) (isolada de intestino
de lactente).

Probidticas:

Cepas de Lactobacillus isoladas do intestino de lactentes com idade entre 7 e 21 dias,
e cepas probidticas comerciais (Lactobacillus casei-01, Christian Hansen®, e Sacharomyces
boulardii, isolada do suplemento probiético Floratil, Merck®.

Os isolados de lactobacilos foram identificados genotipicamente segundo
Andrighetto et al. (2001) o dendrograma da RAPD-PCR foi organizado os isolados em nove
grupos distintos, com mais de 90% de similaridade genética. Foi testado um representante
de cada um dos nove grupos (clusters), a saber: L. rhamnosus (DTA 76), L. rhamnosus (DTA
79), L. paracasei (DTA 81), L. paracasei (DTA 83), L. paracasei (DTA 92), L. paracasei
(DTA 97), L. paracasei (DTA 102), L. fermentum (DTA 104), L. fermentum (DTA 106).

As culturas foram mantidas congeladas a -20°C em caldo Man Rogosa Shape (Merck
Darmstadt, Alemanha), com 15% de glicerol (Vetec) como agente crioprotetor (GANCEL
etal., 1997).

4.2 Métodos

4.2.1 Preparo dos extratos de prépolis

O preparo dos extratos etandlicos de prépolis (EEP) foi realizado no Laboratério de
Quimica do Mel e consistiu em pesar 2.00 gramas de préopolis pulverizada e submetidos a
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extracdo com 50 mL de &lcool etilico 95% GL P.A. a temperatura ambiente durante 48 horas,
sob maceracdo dinamica. Apos esse periodo os extratos foram resfriados (-10°C) durante no
minimo 12 horas para separar ceras e resinas. O extrato foi entdo filtrado, concentrado em
evaporador rotativo e armazenado até 0 momento das analises. J& no preparo dos extratos
aquosos (EAP) pesou-se 1.5 gramas de propolis pulverizada que foram extraidas com 10 mL
de agua ultrapura (Milli-Q) durante 30 dias, sob maceracéo estatica em um recipiente ambar
devidamente vedado. A mistura foi mantida em baixa temperatura (5°C) para evitar a
proliferacdo de microranismos e agitada pelo menos por trés vezes ao dia. Apos o periodo
de extracdo o extrato foi filtrado e armazenado em frascos &mbar.

4.2.2 Caracterizacao quimica dos extratos

Os extratos foram obtidos do grupo de pesquisas do mel ja com a sua composi¢ao em
polifendis determinada no Laboratério de Quimica do Mel. Os dois grupos principais de
polifendis, flavonoides, éacidos fendlicos e seus ésteres, foram determinados conforme
descrito por Salgueiro e Castro (2016). O contetdo de fendlicos foi expresso em
mgEac/100mg, sendo a curva de calibragdo preparada com acido gélico. Na determinacao
de flavonoides a curva de calibracdo foi preparada com quercetina e os resultados expressos
em mgEqu/100mg. Todas as analises foram feitas com trés repetigdes.

4.2.1 Método difusdo em agar

A atividade antimicrobiana dos extratos de propolis foi determinada de acordo com o
método de difusdo em agar descrito por Bauer e Kirby (1966) com modificacGes. O indculo
de cada micro-organismo foi obtido apds ativacdo por trés transferéncias sucessivas em
caldo YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) (Himedia, Mumbai, india), Triptona Soja
(Himedia, Mumbai, india) e MRS respectivamente para C. albicans, E. coli e S. aureus e
Lactobacillus. Foram feitas curvas de calibracdo afim de que nas leituras as absorbancias
feitas no espectrofotdbmetro (SP — 1105, Bel Photonics) das suspensdes fossem conter ca
1x108 UFC/mL obtendo assim a suspenséo de trabalho de acordo com CLSI (2003). Com
auxilio de alca de Drigalsky foram espalhadas aliquotas de 0,1 mL desta suspensdo na
superficie de placas de Petri contendo 20 mL de 4&gar MH (Mueller Hinton) (Difco, Sparks,
MD, EUA), YPD, MRS, respectivamente para patdgenos, leveduras e Lactobacillus. A
seguir, com auxilio de um furador estéril de 8 mm de didmetro foram feitos quatro pogos por
placa. Os pocos foram preenchidos com 50 pL dos extratos de propolis. Os controles foram
preparados contendo apenas alcool etilico a 95% ou &gua usados nas preparacGes dos
extratos e discos de Ampicilina para gram-positivas, Gentamicina para gram-negativas,
Anfotericina B para leveduras e Vancomicina para Lactobacillus. As placas foram incubadas
por 24 e 48 horas, para patdgenos e Lactobacillus, respectivamente. A formacdo de halos
claros, indica atividade antimicrobiana e o tamanho dos mesmos foi medido com auxilio de
um paquimetro. Para os Lactobacillus a interpretacdo da leitura dos halos foi feita de acordo
com VLKOVA et al. (2006), sendo considerados resistentes (@ < 15 mm), moderadamente
suscetiveis (16> @ <20 mm), ou suscetiveis. Para os patdgenos utilizou-se os critérios do
CLSI (2003) para os patogenos, conforme os antibidticos usados para cada micro-organismo,
foram realizadas trés repeti¢fes verdadeiras em duplicata.
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4.2.2 Método da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A CIM foi realizada usando placas de microtitulacdo de 96 pocos, conforme descrito na
ISO 10932-2012 para lactobacilos, CLSI M27-A2 para leveduras e CLSI M07-09 para
bactérias patogénicas, com modificacbes. Foram tomadas col6nias individuais de uma placa
de 4gar MH, MRS ou YPD (para patogenos, lactobacilos e leveduras respectivamente) e
preparadas suspensdes de modo a conter ca 1x10% UFC/mL para bactérias e para levedura,
foram feitas diluices a fim de chegar numa concentragdo de 5x10° UFC/mL. Foi usado o
meio LSM que € composto de 90% de meio IST (ISO-SENSITEST) (Oxoid, Hampshire,
Reino Unido) e 10% de meio MRS para Lactobacillus, meio MH para inoculagcdo dos
patogenos e para leveduras meio RPMI 1640 (Gibco, MD, EUA., Aliquota de 100 puL de
meio ja inoculado foram colocadas em cada poco das placas de microtitulacdo.. No primeiro
poco adicionou-se 100 pL do extrato alcodlico na concentracdo de 4.000 ug/mL e
sucessivamente foram transferidos 100 uL para o poco seguinte, fazendo que a concentragéo
dos EEP diminuisse pela metade (2.000 pg/mL) no primeiro poco de cada amostra de EEP.
DiluicOes decrescentes dos EEP foram feitas a partir do primeiro pogo de cada amostra de
extrato numa aliquota de 100 uL e descartando os 100 uL restantes, logo apés foi completado
0 volume para 200 pL, adicionando mais 100 puL em todos 0s pocos com extrato, chegando
a concentracdes entre 1,000 a 7,81 pg/mL.

Como controle, foram feitas suspensdes dos antibidticos, Ampicilina para gram-
positivas, Gentamicina para gram-negativas, Anfotericina B para leveduras e Vancomicina
para Lactobacillus conforme descrito na ISO e no CLISI citadas acima, com 0 uso de uma
aliquota de 200 pL, para fins de comparagéo. Outros controles foram feitos também como o
controle positivo, onde apenas continha 100 uL de meio de cultura inoculado com as cepas
em estudo com mais 100 uL de 4gua, o negativo somente com 200 uL de meio de cultura
estéril e do etanol (96%) nas mesmas concentracfes que foram usados para os extratos e
antibioticos (Figura 1). Ap6s a incubacdo por 48 horas em condicdes de anaerobiose para
os Lactobacillus, e em condicBes de aerobiose também por 24 horas para leveduras e
patdgenos. A CIM € a menor concentracao capaz de inibir o crescimento microbiano que é
visualizado com auxilio do corante de oxirreducdo, rezasurina (Inlab) (0,01% m/v)
adicionado num volume de 20 uL em cada poco.. As analises ocorreram em duplicata e trés
repeticGes verdadeiras.

100 pL de meio —100 pL fe extrato — 100 pL de meio Cout,[oles

[ \ \
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Figura 1. Esquema da distribuicdo dos extratos e controle na placa de microtitulagdo para
analise da CIM.
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4.3 Analises Estatistica

Os resultados foram avaliados quanto a normalidade e a homogeneidade de variancias.
Os dados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e Teste de Dunnett, a um
nivel de significancia de 5% (p < 0,05), foi usado o programa estatistico GraphPad Prism
6.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Indicadores de Qualidade Fisico-quimica dos Extratos Etandlicos de Prépolis

O teor de fendlicos e flavonoides totais e tempo de oxidacdo das 10 amostras de EEP é
mostrado na Tabela 1. A atividade antioxidante assim como a atividade antimicrobiana dos
extratos de propolis tem sido atribuida a presenca de flavondides, acidos fendlicos e seus
ésteres cujos maiores teores foram observados nos EEPs 5, 11 e 12. O EEP 12 apresentou o
maior teor de fendlicos totais e 0 EEP 11 o maior teor de flavonolides.

Tabela 2: Indicadores de Qualidade Fisico-quimica dos extratos etandlicos de propolis.

Més e Fendlicos Flavonoides
Amostra Origem Ano de | Método de Totais Totais Tempo de
Coleta Coleta MgEac/100mg | mgEqu/100mg | Oxidagéo
EEP5 Paraibado | Maio- | Raspagem
11.88 +0.003 | 6.19 +0.001 4.48 £0.695
Sul 2014
EEP11 Paracambi | Fevereiro | Raspagem
12.16 +£0.001 | 10.75+0.002 | 3.78 £1.064
- 2015
EEP12 Pinheiral Maio - Placas
16.37 +0.012 | 8.05 +0.002 3.91 +1.286
2015
EEP13 | Teresdpolis | Janeiro - | Raspagem
9.35 +0.002 4.71 £0.001 4.89 +£0.505
2016
Paty do Maio - | Raspagem
0.99 £0.012 4.25 £0.001 3.78 £0.331
EEP15 Alferes 2016
Teresopolis | Junho - Placas
10.89 £0.001 | 7.83 £0.002 4.45 +0.212
EEP18 2016
Pinheiral Maio — Placas
nd 3.25+0.001 | 12.11+0.391
EEP29 2017
Pinheiral Abril - Placas
3.81 +0.005 3.29 £0.001 | 12.98 +0.035
EEP30 2017
Pinheiral |Maio -| Placas
6.89 +£0.006 5.81 +0.001 7.54 +0.091
EEP31A 2017
Pinheiral Maio - Placas
5.06 £0.011 4.47 £0.001 6.74 £0.145
EEP31B 2017

Fendlicos totais: mg equivalentes em Acido gélico / 100 mg de extrato bruto
Flavonoides totais: mg equivalentes em Quercetina / 100 mg de extrato bruto
Tempo de Oxidacdo: medido em segundos
nd: ndo detectado. O ensaio de Fendlicos Totais ficou fora do limite de deteccdo nas concentragdes

testadas.
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Ja o indice de oxidacao esta diretamente relacionado com o tempo e com a temperatura
de armazenamento do da propolis e com a reducdo de seu conteldo em substancias
antioxidantes. Verificou-se uma correlacdo negativa entre o teor de substancias fendlicas e
o inice de oxidacdo, especialmente nos EEPs 29 e 30 que apresentaram os maiores indices
de oxidacdo e 0s menores teores em substancias antioxidantes, sendo que no EEP29 ndo
foram detectados fenolicos e um baixo teor de flavonoides.

De acordo com a Instrucdo Normativa N° 3, de 19 de janeiro de 2001 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, exige que os extratos de propolis contenham o
minimo de 0,25% (m/m) de compostos flavonoides, 0,50% (m/m) de compostos fendlicos e
0 méximo de 22 segundos de tempo de oxidagdo (BRASIL, 2001). Analisando os dados
acima pode-se verificar que todas as amostras estdo dentro dos padrdes estabelecidos pela
legislacdo quanto a esses trés parametros, exceto a amostra EEP29 na qual ndo foi detectada
a presenca de compostos fendlicos.

5.2 Atividade Antimicrobiana Contra Micro-organismos Potencialmente

Patogénicos

O teste de difusdo em agar propiciou verificar auséncia de halo claro de inibicéo frente
aos extratos aquosos. Todas as 10 amostras de EAP nédo apresentaram acdo antimicrobiana
contra nenhum dos 16 microrganimos avaliados. Tais resultados corroboram com estudos ja
feitos, como em Kubiliene et al. (2018) que analisaram diferentes solventes extratores, como
agua, etanol e propilenoglicol e constatou que os EAP continham indices 10 a 20 vezes
menores de compostos ativos em comparacdo aos EEP. Miguel et al. (2014) explica que
devido a sua natureza fendlica, os flavonoides sdo bastante polares, mas sdo pouco soliveis
em agua, diferente no etanol, que mesmo sendo também polar, possue uma polaridade
menor, tendo assim mais afinidade com o extrato, influcienciando diretamente a capacidade
antimicrobiana dos EAP.

Diferentemente dos EAP, os EEP tiveram mesmo que em diferentes proporc6es acdo
antimicrobiana. A atividade antimicrobiana dos EEPs contra S. aureus ATCC 12692 e S.
aureus MRSA ATCC 43300 pode ser observada na Figura 2.

Os extratos de prépolis mostraram capacidade inibitoria significativamente menor que
o controle (ampicilina) contra S. aureus sensivel a antibi6ticos, mas para a cepa MRSA 0s
resultados foram promissores sendo a capacidade inibitéria de quatro amostras (EEPs 5, 12,
13 e 15) significativamente (P<0,05) maior que o controle. Verifica-se que a apenas a analise
do contetido total em compostos fendlicas e flavondides ndo é suficiente para explicar a
atividade antimicrobiana verificada com estas cepas de S. aureus, sugerindo a necessidade
de identificacdo das diferentes substancias para esclarecer quais apresentam maior
bioatividade contra cada uma das cepas. Surprendentemente o EEP 29 apresentou atividade
antimicrobiana, mesmo que baixa. Neste EEP n&o foram detectados compostos fendlicos,
sugerindo que os compostos flavondides provavelmente desempenham um papel importante
nesta atividade.
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Figura 2: Diametro da zona de inibicdo de cepas de S. aureus obtidos por acdo de extratos
etandlicos de prépolis (EEP) em comparacgdo ao controle (Ampicilina).
* Diferenca significativa em relacdo ao controle.

Por outro lado, ndo foi observada atividade antimicrobiana dos extratos contra Gram
negativas. Nao houve formacéo de halo de inibicdo contra E. coli ATCC 25922, enquanto
para S. Typhimurium DTA 41 foi verificado formacéo de halo, porém o alcool que foi usado
como solvente extrator, apresentou atuacdo semelhante a dos EEP como consta na Figura
3. Efeito inibidor do alcool foi observado apenas nesse micro-organismo. Desta forma
concluiu-se que o efeito verificado foi unicamente devido a presenca de &lcool, sendo o Unico
micro-organismo a apresentar halo de inibicdo frente ao alcool.

Uma maior atividade contra gram (+) e ineficiéncia contra gram (-) também foi
observada por um grande nimero de outros estudos. De acordo com Gongalves et al. (2011)
a ineficiéncia dos EEP nas gram (-) se da pelo fato de que a estrutura de seu envelope celular,
que por possuir uma membrana externa de natureza lipoproteica recobrindo sua parede de
peptidioglicano. . Além disso, possivelmente componentes da propolis podem ter sido
destruidos por enzimas hidroliticas liberadas pelas bactérias (SFORCIN, 2016).

Esses resultados corroboram com estudos feito por Sforcin et al. (2000) que concluiram
uma acao significativa dos EEP contra a bactéria gram (+) S. aureus, que foi suscetivel a
baixas concentracdes do extrato, porém contra a bactéria gram (-) E. coli, foram necessarias
maiores concentracdes do extrato para obter resultados satisfatorios. Da mesma forma.
Grange e Davey (1990), ao avaliarem 21 cepas de bactérias, observaram que as gram (-)
apresentaram uma maior resisténcia a propolis do que as gram (+), o que foi associado as
diferencas nas estruturas das paredes celulares dessas bactérias.
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S. Typhimurium ATCC
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Figura 3: Diametro da zona de inibicdo de cepa de S. Typhimurium obtidos por acdo de
extratos etandlicos de propolis (EEP) em comparacédo ao controle (Gentamicina).

O efeito dos extratos contra a levedura Candida albicans DTA 134, pode ser visto na
Figura 4. Observou-se que os EEPs apresentaram efeito semelhante ao controle
(Anfotericina B). O melhor resultado foi do EEP13 que chegou a 98% de atuacéo antifingica
em comparacdo ao controle. Porém C. albicans foi resistente ao extrato EEP 29 que nédo
apresentou acao inibitoria. Este extrato apresentou os menores teores de flavonoides totais e
o contetdo de fendlicos totais abaixo do limite de detec¢édo, sugerindo que a agao antifingica
seja devida aos compostos fendlicos, enquanto a acdo antibacteriana deva ser também devida
a acdo dos compostos flavonoides.

A acdo antifungica dos EEPs parece promissora pois foi equivalente a do antibidtico,
sugerindo que possa ser usado em substituicdo a estes quimioterapicos e como conservadores
em alimentos nos quais a microbiota flngica seja predominante.
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Figura 4: Didmetro da zona de inibi¢do de Candida albicans obtidos por acéo de extratos
etanolicos de propolis (EEP) em comparacgéo ao controle (Anfotericina B).
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5.3 Atividade Antimicrobiana Contra Micro-organismos Probiéticos

A atividade antimicrobiana da levedura probiodtica Saccharomyces boulardii esta
mostrada na Figura 5. Comparada ao antibidtico observa-se uma atividade semelhante dos
extratos ou até superior como no caso do EEP 5 e EEP 12, extratos dos quais contém o0s
maiores valores de teor de fenolicos e flavondides totais.

S.boulardii

15 A
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& AR AR A A AR A S

Figura 5: Didmetro da zona de inibicdo de S. boulardii obtidos por acdo de extratos
etanolicos de propolis (EEP) em comparacgédo ao controle (Anfotericina B).
* Diferenca significativa em relagdo ao controle.

A atividade antimicrobiana dos extratos de propolis contra cepas de Lactobacillus
foram comparadas com vancomicina (Figura 6 e 7), antibidtico no qual ndo seria esperado
acdo antimicrobiana ja que Lactobacillus do grupo casei que inclui L. casei, L. paracasei, L.
rhamnosus e L. fermentum sdo consideradas resistentes (HAMILTON e SHAH, 1998).

De acordo com os critérios de sensibilidade estabelecidos por VLKOVA et al. (2006)
sdo considerados como resistentes quando o halo de inibicdo for menor que 15 mm o que
qualifica todas as cepas de Lactobacillus como resistentes tanto a vancomicina como em
relacdo aos EEP, mesmo que tenha sido observada diferenca significativa entre o controle
(Vancomicina) e os EEP05 e 12 (Figuras 6 e 7). Conclui-se que extratos de prépolis
poderiam vir a ser usados como antifungicos e antioxidantes em alimentos probidticos, sem
impactar significativamente na viabilidade dos lactobacilos.
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Figura 6: Diametro da zona de inibicdo de cepas de Lactobacillus obtidos por acdo de
extratos etandlicos de propolis (EEP) em comparacdo ao controle (Vancomicina).
* Diferenca significativa em relagdo ao controle
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Figura 7: Diametro da zona de inibicdo de cepas de Lactobacillus obtidos por acdo de
extratos etandlicos de prépolis (EEP) em comparacédo ao controle (Vancomicina).
* Diferenca significativa em relacdo ao controle

5.4 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 3 os extratos de prépolis foram
mais eficientes contra S. aureus MRSA ATCC 43300 em comparagdo com S. aureus ATCC
12692. Uma concentracdo inibitoria minima de 125 ug/mL para inibir S. aureus MRSA
ATCC 43300 foi observada com os extratos EEP5, EEP12, EEP13 e EEP15. Ja para a cepa
S. aureus ATCC 12692 este valor de CIM foi observado apenas com o0 EEP13, sendo de 250
a 500 ug/mL para os demais extratos. Estes resultados estdo de acordo com o verificado pelo
método da difusdo em agar no qual o EEP 13 resultou no maior halo de inibi¢do contra S.
aureus ATCC 12692. Conforme Tabela 2 0 EEP13 ndo foi 0 que apresentou maior teor de
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substancias fenolicas e flavonoides, o que induz a conclusdo de que o tipo de composto
fenolico presente pode ser mais importante que a concentracgdo total. O EEP12 que também
apresentou bons resultados de inibicdo contra varios micro-organismos € o que possui a
maior quantidade de substancias fendlicas e a segunda maior quantidade de flavonoides.

A atividade da prdpolis em micro-organismos patogénicos é explicada com sendo,
provavelmente, devido a sua capacidade de formar complexos com proteinas extracelulares
e soltveis, bem como a complexacdo com as paredes celulares bacterianas, induzindo assim
alteracdes da membrana celular microbiana. O mecanismo bactericida é devido ao
vazamento de conteudo citoplasmético, perda potencial de membrana, alteracdo da
permeabilidade da membrana, distribuicdo de lipidios, entrada de peptideos ou
desencadeamento de enzimas autoliticas (ZASLOFF, 2002; BUSANI et al., 2012), por ter
alterado o gradiente eletroquimico dos prétons que atravessam a membrana, responsavel por
manter a sintese de adenosina trifosfato, primordial para a bactéria, afetando também assim
a motilidade (SFORCIN, 2016).

Os valores da CIM foram melhores para a cepa MRSA, que apresentou menor valor
médio (Tabela 3). Embora em relacdo ao controle (Ampicilina) os extratos de propolis
tenham mostrado melhor resultado frente a cepa MRSA pelo método da difusdo em agar
(Figura 2), comparando o tamanho dos halos das duas cepas verifica-se que sao
semelhantes. Os resultados sugerem que a resisténcia a meticilina ndo necessariamente
interfere na atividade da propolis, mesmo que o modo de acdo do antibidtico apresente
algumas semelhancas ao dos extratos. A Ampicilina é um antibiotico p-lactamico do grupo
das penicilinas interferindo na sintese da parede celular.

Resultados semelhantes foram observados por SILVA et al. (2017) que relatou
extratos de propolis com potencial antibacteriano moderado (valores de CIM variando de
250 a 500ug/mL), assemelhando-se com os resultados obtidos neste estudo para a cepa
ATCC 12692.

No que diz respeito as leveduras, enquanto o antibiético (Anfotericina B) apresentou
CIM de 7,81 png/mL para Candida albicans, o mais promissor entre os EEP apresentou CIM
de 125 ug/mL. SILVA et al. (2017) e GONCALVES et al. (2011) reportaram que ndo houve
inibicdo da Candida albicans frente aos extratos de propolis. Diferentemente para a levedura
S. boullardi verificou-se CIM média dos extratos e do antibioticos de 7,81 pg/mL, 0 que
demostra alta sensibilidade deste micro-organismo probioético.

Com relacdo aos lactobacilos probidticos, observou-se resisténcia destes micro-
organismos frente aos extratos de propolis, com valores de CIM variando entre 500 e 1000
ug/mL. Kalogeropoulos et al. (2009) também verificaram alta resisténcia de Lactobacillus
frente a EEP da Grécia e boa atividade contra Staphylococcus, Bacillus cereus e Listeria
monocytogenes. De forma geral os autores ndo conseguiram estabelecer uma correlagéo
entre a composicao quimica dos EEP e sua atividade antimicrobiana, com exce¢do daqueles
ricos em terpenos que apresentaram melhor atividade.
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6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que os EAP ndo sdo possuem atividade antimicrobiana, devido a &gua
ndo ser um bom solvente extrator de compostos bioativos; Os EEP12 e EEP13 sdo os
extratos mais promissores para 0 uso contra microrganismos patogénicos, fungos e bactérias
gram (+) como S. aureus. Estudos mais aprofundados de determinacdo do tipo e
quantificacdo de componentes bioativos dessas amostras de extratos de prdpolis permitira
sua utilizacdo em produtos farmacéuticos, cosméticos e alimenticios, visto que a composi¢do
quimica € um fator determinante para o extrato ter ou nao atividade biolégica. Além do mais,
um tipo especifico de propolis pode ser mais adequado para cada tipo de aplicacéo.

Considerando propolis como produto natural e ndo toxico, a alta resisténcia oferecida
por Lactobacillus probidticos frente aos EEP e que baixas concentracGes de EEP poderiam
ser usadas como agentes protetivos de micro-organismos indesejaveis incluindo bactérias
Gram positivas e leveduras, sugere-se 0 seu uso como aditivos em alimentos, especialmente
em alimentos fermentados.
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