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A propolis € uma resina natural extraida de vegetamodificada pelas abelhas meliferas. Esta resina
possui acdo antimicrobiana e serve para vedar ca@&ixaanter a assepsia da colmeia. O objetivo deste
estudo foi comparar os métodos de difusédo em a@emi¢as do pogo e do disco de papel) avaliando a
atividade antibacteriana do extrato de propolisnetha obtidas na regiao da foz do rio Sdo Fran@sto
trés diluicdes frente &taphylococcus aureu® extrato hidroalcodlico de propolis vermelha possu
atividade antibacteriana frente & aureus sendo a quantidade de 15 pL a que melhor inibiu o
microrganismo, caracterizando dose-dependéncia.hdéwe diferenca estatistica significativa entre as
duas técnicas avaliadas, porem, pode sugerir qiécrica de difusdo em pogo apresenta maior
confiabilidade nos resultados apresentados nestéces

Palavras-chave: difusdo, microrganismiqis mellifera

Propolis is a natural resin extracted from plamtsiodified by the honeybee. This resin has antiotic
action and serves to seal hives and keep the eslatérile. The aim of this study was to compage th
methods of agar diffusion (techniques of the wadl disc), evaluating the antibacterial activityred
propolis extract, obtained from S&o Francisco mawéa, in three dilutions agair&aphylococcus
aureus(ATCC 12600). The extract of propolis has antibdatectivity againsS. aureusthe quantity of
15 pL to best inhibit the microorganism, charaeiag dose-dependency. There was no statistically
significant difference between the two techniqguesgated, however, may suggest that the diffusion i
the well has greater confidence in the resultsgmtesl in this study.
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1. INTRODUCAO

A prépolis € uma mistura complexa de substancisiaagsas, gomosas e balsédmicas colhidas por
abelhas meliferas de brotos, flores e exsudatoglatdas, as quais as abelhas acrescentam secrecdes
salivares, cera e polen para a elaboracdo do prdidat [1].

Esta resina é responsavel pelo fechamento de drespeela assepsia da colmeia por apresentar
acao antimicrobiana, e durante séculos vem sendo ntilizada por suas propriedades farmacéuti2as [

e 3]. Além de sua atividade antibacteriana, angitene propriedade antiviral, as variedades deghip
podem apresentar muitos outros beneficios, tais ocomtividade antioxidante, antitumoral,
antiinflamatéria, hepatoprotetora, anestésica Jooalinoestimuladora, antimutagénica, dentre outras
[4,5,6 e 7]. Em geral, as prépolis sdo compostaHpo de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10%
de 6leo essencial e compostos aromaticos, 5% dm @I5% de varias outras substancias, incluindo
restos organicos [8].

Numa revisédo considerando 100 anos de pesquisaprégnulis [9], pesquisadores analisaram a
relacao existente entre as propriedades biolégiegsdpolis e sua composicdo quimica, e sugeritaan q
a acao antimicrobiana das propolis brasileirasjaestgimamente relacionada com a concentragcao de
flavondides e &cido cafeico encontrados. De acoodo estudo realizado para a classificacdo de psdpol
[10], as diversidades brasileiras foram categosgagin doze tipos quanto a aparéncia e coloragédo dos
extratos. Um novo tipo de préopolis de coloragdanetha, de colmeias encontradas ao longo da praia e
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dos rios do nordeste do Brasil, foi classificadanooprépolis do grupo 13, de acordo com as

caracteristicas fisico-quimicas e biologicas difei@s [11]. Essa propolis ocorre também no litoral

sergipano e tem demonstrado atividade de repaatricial por segunda intencdo em ratos com uso de
membranas biolégicas de colageno, acdo antioxigaatgimicrobiana [12,13 e 14].

Diversos métodos laboratoriais podem ser empregpal@s predizer a sensibilidadevitro de
bactérias aos agentes antimicrobianos de propdlisos laboratérios de analises clinicas usampdad
rotineira, o método de difusdo em disco para teswensibilidade de patégenos comuns de crescimento
rapido e certas bactérias fastidiosas frente anartibianos [15]. Outro método qualitativo também
usado para analisar atividade antimicrobiana emr¢brios de analise microbioldgica de medicamentos
ou mesmo de extratos naturais € a técnica do fdéce 17].

Considerando a escassez de informagBes sobre aciafidos dois principais métodos
empregados nos laboratérios, este trabalho teve odmjetivo comparar os métodos de difusao em agar
(técnicas do poco e do disco) avaliando a atividad#éacteriana do extrato hidroalcodlico de prigpol
vermelha em trés diluigdes frent&taphylococcus aureydTCC 12600).

2. MATERIAIS E METODOS

A amostra de prépolis vermelha foi coletada em mira localizado no municipio de Brejo
Grande/SE situado na regido da Foz do rio S&o B@an extracdo foi realizada em banho ultrassbnic
usando 1,0 grama de prépolis para 15 mL de etdd#l Seguindo metodologia proposta por Retrial,

[10] com modificagBes. O extrato hidroalcodlicoptépolis (EHP) foi evaporado em capela de exaustédo
e em seguida deixado em dissecador com silica @aporacdo da parte aquosa até manter peso
constante. Para avaliacdo do teste de sensibilida@etrato foi ressuspendido na concentracdo de 50
mg/mL em etanol 70%. A avaliacdo da atividade aatidriana da prdpolis vermelha solgeaureus
(ATCC 12600) foi realizada em nove repeticdes. Glames dos extratos testado em cada técnicafoi d
5,10 e 15 pL.

O in6culo padronizado de acordo com o nimero 0,6stala de Mc Farland foi semeado em
placas de Petri contendo meio agar Mueller HintBm.seguida foram marcados os poc¢os de 5,0 mm de
didmetro em cada placa, , e com o auxilio de ummablaoa vacuo os pocos foram succionados usando
uma ponteira de polipropileno estéril cortada eplarta a extremidade de uma mangueira. A técnica de
difusdo em disco foi realizada utilizando o métgaadrdo recomendado pelo NCCLS [15] com
modificacdes, onde os discos foram distribuidossuerficie do agar e a quantidade de extrato era
dispensada no centro de cada disco. O controletimegssado no teste foi o solvente etanol 70% e o
controle positivo o cloranfenicol na mesma con@adto do disco comercialmente vendido.

O ensaio biolégico pelo método de difusdo envoleend duas técnicas (poco e disco) foi
submetido a analise de variancia (ANOVA), e posterente, ao teste de Tukey para comparacdo das
médias do tamanho dos halos de inibicédo [18].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelaram atividadeaateriana frente &. aureugATCC 12600),
tanto na técnica do po¢co como na técnica de difasfidisco como apresentado na figural.

Discos

Figura 1 — Inibicdo produzida pelo extrao de pr@ipawermelha frente a S. aureus.

Trabalho realizado por Vitat al [16], avaliaram que tanto a técnica de difusdaleto como a
de difusdo em pocos usando cilindros inoxidavers sanfidveis para avaliagdo antimicrobiana de
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diferentes farmacos e que a técnica de difusdo oD cpode substituir a de pogos nas andlises
microbiolégicas. Como apresentado na tabela 1, hove diferenca significativa (p>0,05) entre a
técnica de difusdo em disco e em pocos nas difsseptantidades de extrato de prépolis usado feebte
aureus

Tabela 1. Comparacao das médias dos didametros @fomhalos de inibicdo, usando 5 pL, 10 uL e 15
puL do EHP no poco e no disco de papel frente aif2uss.

Quantidade de EHP

Técnica de Difusao (L) Média + DP
5 11,11¢
PocoS 10 14,00°°
15 15,66
5 11,22°
Disco 10 13,11°
15 14,77°

Letras iguais na mesma coluna representam valstatisticamente iguais para o teste de Tukey ([430,0

O volume de 15 pL demonstrou ser o mais eficientedeterminar um maior halo de inibigdo
(tabela 1) frente a este microrganismo, caractedizadose-dependéncia. Em um teste prévio usando
quantidade superior a 15 pL do extrato de propelimelha, foi verificado que o extrato excedianaiti
do poco e transbordava para o meio. Ao adicionaatxno disco de papel, é percebido que o mesmo
ndo suporta o volume e aos poucos é espalhada paigerficie podendo gerar um halo de inibicamfals
positivo.

Em um estudo comparativo utilizando duas técni@afalrmacopéia brasileira de avaliacdo da
atividade antimicrobiana [16], discos de papelrdiltestéreis foram embebidos nas solucdes
antimicrobianas e esta técnica demonstrou serenfieifrente aStaphylococcus epidermidi@TCC
12228), Micrococcus luteus(ATCC 9341) e Saccharomyces cerevisiggATCC 2601). Resultado
semelhante foi observado em outro estudo que tdetqareparacéo de extratos [19], onde discos del pap
foram embebidos por 15 minutos em extratos de pigperde e em seguida secos em dissecador com
silica. Entretanto, com o uso desta técnica, osresitndo podem afirmar quanto de solugdo cada disco
possui 0 que torna inviavel a reprodutibilidade desultados. Por outro lado, na técnica de difuséio
pogos, é possivel afirmar exatamente quanto deatextada poco possui e os resultados por ele
apresentados podem ser, portanto, consideradagweeisfe de facil reprodutibilidade.

A utilizac8do de telas de nylon sobre placas dei Rstéreis é outra forma de testar atividade
antimicrobiana por meio da técnica de difusdo esnadiNesse caso os discos sdo depositados sabae a t
e o extrato adicionado no centro, mantendo-se pala@ale fluxo até secar completamente [20]. No
entanto, em testes piloto, foi percebido que a andesextrato fica retida na rede de nylon, havamda
perda do volume inicialmente dispensado no discqu® também pode superestimar a concentracéo
utilizada no experimento.

Diante do exposto, é importante ressaltar que aidg&cde disco-difusdo é uma técnica
preconizada peltNational Committee for Clinical Laboratory StandardNCCLS e esta normatizada
como parametro de analise antimicrobiana na Fanpéé&oBrasileira. Entretanto, considerando a
avaliacéo realizada neste estudo, pode-se sugeridentre as duas técnicas utilizadas a de difesto
pocos pode ser considerada de maior potencialpdedetibilidade de resultados.

4. CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha posdividade antibacteriana frentéSaaureus
Dentre os trés volumes de extrato utilizados, 15fqilo que apresentou o0 maior grau de inibicdo do
microrganismo, caracterizando dose-dependénciantQ@a duas técnicas avaliadas, ndo houve diferenca
significativa de resultados, mas em termos opemnacoa técnica de difusdo em poc¢o apresenta maior
garantia da concentracdo de extrato utilizada,ppgsibilitar que a quantidade de amostra que ipera
com o microrganismo durante o teste de sensib#idsgja igual ao volume pipetado em cada pocgo
inicialmente nas condi¢cdes metodoldgicas testadamesmo ndo ocorre com a técnica de difusdo em
disco, uma vez que é impossivel garantir a quathtidxata que cada disco de papel consegue absorver
quando embebido no extrato, possibilitando ain@xtoavasamento de amostra em funcéo da saturacéo
da capacidade de absorcdo do disco, dificultandabtencdo de resultados mais precisos quando
comparado com a técnica de pocos.




Y. L. F. Maia-Aradujo et al., Scientia Plena 7, 0062011) 4

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

FUNARI, C.S.; FERRO, O. Analise de prépol&éncia Tecnologia de Alimen&6(1), p171-
178, 2006.

BANKOVA, S, CASTRO, S.L.; MARCUCCI, M.C. Propsi recent advances in chemistry and
plant origin.Apidologie 31, p.3-15. 2000.

GHISALBERTI, E.L. Propolis; A reviewBee World v.60, p.59-84, 1979.

KUJUMGIEV A, TSVETKOVA |, SERKEDJIEVA Y, BANKOVA V, CHRISTOV R, POPOV
S. Antibacterial, antifungal and antiviral activinf propolis of different geographic origin.
Journal Ethnopharmacolog$4(3), p.235-240, 1999.

BANSKOTA, A.H.; TEZUKA, Y.; KADOTA, S. Recent pgress in pharmacological and
research of propoli®hytotherapy Research5, p. 561-571, 2001.

KIM, D.-M., LEE, G.-D., AUM, S.-H., & KIM, H.-J.(2008). Preparation of propolis nanofood
and application to human cancBiological and Pharmaceutical Bulleti31, 1704—-1710.
Kalogeropoulos, N., Konteles, S.J., Troullid&l, Mourtzinos, |., Karathanos, V.T. Chemical
composition, antioxidant activity and antimicrobbperties of propolis extracts from Greece
and CyprusFood Chemistryi 16 (2009) 452—-461.

BURDOCK, G. A. Review of the biological propes and toxicity of bee propolis (propolis).
Food and Chemical Toxicolog$6, p. 347-363, 1998.

PEREIRA, A. D. S., SEIXAS, F. R. M. S. E NETQ,RE D. A. Propolis: 100 anos de pesquisa e
suas perspectivas futurgduimica Nova25, p. 321-326, 2002.

PARK, Y.K.; IKEGAKI, M.; ALENCAR, S.M. Classifiacao da prépolis brasileira a partir de
suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedaidé®gicas Mensagem Doge8, p.3-7, 2000.
DAUGSCH, A; MORAES, C.S.; FORT, P.; PARK, Y.Rrazilian Red Propolis — Chemical
Composition and Botanical OrigieCAM, 5(4), p.435-441,2007.

BARRETO, A.L.S.Estudo histomorfolégico do efeito de membranas @légeno contendo
propolis vermelha sobre o processo de reparo cicir por segunda intencdo em ratos.
Dissertacdo de mestrado, UNIT, Aracaju, SE, Brasis.

MAIA-ARAUJO, Y.L.F. 2009.Estudo da atividade antimicrobiana de variedadespd#polis

da regido da foz do Rio Sao Francisco — BraBilssertacdo de mestrado, UNIT, Aracaju, SE,
Brasil, 2009.

BITTENCOURT, F.O.Desenvolvimento e avaliacdo da atividade antimi@oa contra
Candida albicans de formulacdes semi-solidas catdeprépolis vermelhaDissertacdo de
mestrado, Universidade Tiradentes - UNIT, Arac8jd, Brasil, 2008.

NCCLS -National Committee for Clinical Laboratonstandards Performance Standards for
Antimicrobial Disk Susceptibility Tests. ApprovedaBdard—Eighth. NCCLS document M2-
A8, Pennsylvania, USA: Edition Wayne, 2003.

VITAL, T.M., REIS, C., GARCIA-ZAPATA, M.T.A.,CUNHA, L.C. Estudo comparativo de
duas técnicas farmacopéicas de avaliacdo da alwidatimicrobiana dos farmacos: nistatina,
eritromicina, neomicina e gentamicina. Revista Beaa de Ciéncias FarmacéuticBsazilian
Journal of Pharmaceutical Scienced. 40, n. 2, abr./jun., 2004.

ORLANDO, S.C. Avaliacdo da atividade antimidesta do extrato hidroalcodlico bruto da
casca doStryphnodendron adstringen®artius) Coville (Barbatiméo). 89f. Dissertacae d
Mestrado (Mestrado em Promocédo da Saude), Uniagtside Franca, Franca, SP, Brasil, 2005.
ZAR, J.HBiostatistical AnalysisNew Jersey, USA: Prentice Hall, 1999.

PARK, Y.K.; IKEGARI, M.; ABREU, J.A.S.; ALCICI N.M.F. Estudo da preparacdo dos
extratos de prépolis e suas aplicac@@®ncia e Tecnologia de Alimentok8(3), p.313-318,
1998.

S. JUNIOR, L.F. MARTINS, D.T.O. Avaliacado dzhica de impregnacao de discos na triagem
de plantas medicinais com atividade antifingica peétodo de difusdo em agar. Anais do IV
Congresso Brasileiro de Micologia. 2004.



