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A propolis € uma complexa mistura de substanciasaguabelhas coletam de varias plantas, elaboram e
depositam em seus ninhos, com o objetivo de vedatraéia. O objetivo deste trabalho foi verificar a
atividade antimicrobiana das fracdes bioativas dépglis vermelha frente aos microrganismos
Staphylococcus aurey@TCC 12600) eEscherichia coliATCC 14948) e a possivel relagdo entre a
presenca de atividade e a coloracdo vermelha datextO extrato de prdpolis vermelha foi preparado
pelo método de maceracao a frio. Apos a preparagidrato foi ressuspendido, impregnado em silica
gel e submetido a cromatografia em coluna abetibzamdo solventes em gradiente de polaridade,
partindo do solvente de menor polaridade para andér polaridade. Foram realizados testes de
sensibilidade antimicrobiana das 10 fragbes obticage as cepas descritas e dentre o0s resultiins
fracbes que apresentaram sensibilidade, as do gtuppresentaram sensibilidade frente aos dois
microrganismos testados, sendo significativa mgigr sensibilidade apresentada pelas demais fracfes
frente aS. aureus, enquanto as fracdes dos grupos 2 e 4 ndo apresantasultados significativos de
sensibilidade pard&scherichia colie menor sensibilidade frente & aureus Todas as fracdes que
apresentaram alguma sensibilidade estavam entietidas dos solventes de menor polaridade. A fracdo
de coloracdo vermelha ndo apresentou inibicdo €rants microrganismos utilizados, pode-se supor,
portanto, que apesar da coloracao ser um indigaattara identificacdo dessa variedade, a cor dafsop
provavelmente ndo esteja diretamente associadesamya de atividade antimicrobiana.
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Propolis is a complex mixture of substances thashmllect from various plants. It is placed inithe
nests, in order to seal the hive. The objectivéhi study was to evaluate the antimicrobial agtiaf

the bioactive fractions of propolis agaitgtaphylococcus auresATCC 12600 ) andescherichia coli(
ATCC 14948 ) and to analyse the possible relatignbatween the presence of red color and activity o
the extract. The propolis extract was preparechbymethod of cold maceration. It was then resusgeind
impregnated in silica gel and subjected to openroal chromatography using solvent polarity gradient,
starting from the lower solvent polarity to the lnégt polarity. Antimicrobial susceptibility testere
performed with 10 fractions of propolis. The resutthowed that among the fractions that showed
sensitivity, group 1 ( G1 ) showed sensitivity he above two microorganisms, with values signifigan
greater againsS. aureusthan those shown by other fractions. The fractidnand 4 did not show
significant sensitivity toE. coli and showed reduced sensitivity agaiSstaureus All fractions that
showed some sensitivity were obtained between theeists of lower polarity. The fraction of red
staining showed no inhibition against the microoigms used, thus can be assumed, that despite the
color being an indicator for the identification tfis variety of propolis, it is probably not ditly

associated with the presence of antimicrobial #gtiv
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1. INTRODUCAO

A prépolis € uma complexa mistura de substanciamasas que as abelhas coletam de
diferentes partes das plantas e depositam em s#ussncom o objetivo de vedar a colmeia
[1,2]. Portanto, a composicao da prépolis é um refleretalida flora utilizada pelas abelhas [3].
Existem estudos relatando que a composicao quitaigadpolis pode variar de acordo com a
sazonalidade regional, o que pode influenciar gps¢encial de acéo [4,5].

Apos o processamento e andlise de alguns tiposopelis brasileiras, quanto & aparéncia e
coloracdo dos extratos, Pagk al., [6] classificaram as amostras em 12 grupos, cose lem
suas caracteristicas fisico-quimicas e propriedsidésgicas. Daugscét al.,[1] verificaram no
litoral do nordeste brasileiro um novo tipo de mid@ de coloragdo vermelha com
caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas difei@das, classificando-a como do grupo 13. A
prépolis vermelha brasileira possui novos compobioativos nunca antes encontrados nos
produtos ja estudados [7].

Mais de 300 constituintes j& foram identificadosaeacterizados em diferentes amostras de
prépolis [8]. Os compostos isolados dos diversgostide propolis sdo principalmente
flavonoides e acidos fendlicos, que sdo componergesciados a bioatividade frente a varios
microrganismos patogénicos. A acdo antimicrobiama pidopolis tem sido amplamente
investigada [9]. Alguns estudos realizados afirmmarque a propolis apresenta atividade
antimicrobiana independente da sua origem, devido eteito bactericida e fungicida
imprescindivel para preservar a vida na colmeig [10

Uma técnica usada para a identificacdo dos compobioativos da propolis € a
cromatografia em coluna aberta, que separa os cmnpEs da mistura de acordo com a sua
polaridade. Este é um método fisico-quimico de regda utilizado para o isolamento de
produtos naturais e para a purificagdo de proddéoseacdes quimicas [11]. A analise das
fracOes e das substancias puras em relacdo a scentacdo permite predizer se o principal
componente quimico responsavel pela atividade diicddfoi realmente determinado [12]. Com
isso, 0 objetivo deste trabalho foi verificar avigiade antimicrobiana de diferentes fracdes
bioativas da propolisrermelha frente aos microrganism&saphylococcus aureuATCC
12600) eEscherichia col(ATCC 14948).

2. MATERIAL E METODOS

A prépolis vermelha utilizada foi coletada em uniagp localizado no municipio de Brejo
Grande/SE, em regido de restinga localizada n&oeda foz do rio S&o Francisco (S
10°28'40”, W 36°26'12"). A amostra fresca foi acanodnada em recipiente plastico e mantida
sob refrigeracéo até a preparacdo do extrato.eatizada extracdo a frio de 2 g de prépolis em
25 ml de etanol 70% sob agitagdo constante durarfteras. O extrato hidroalcodlico de
propolis (EHP) foi evaporado em capela de exaust&m seguida submetido ao dessecador
com silica para evaporacdo até manter peso coast@ata a separacdo dos compostos da
prépolis, o extrato foi ressuspendido em 5 mL dedllabsoluto e em seguida misturado a 3 g
de silica gel. A silica impregnada foi levada aetapde exaustdo para que houvesse a
evaporacdo do solvente. A separacdo dos compastésith por cromatografia em coluna de
silica gel utilizando uma coluna de vidro (F = 1Bhph = 280 mm). A montagem da coluna
cromatogréfica foi realizada segundo referénciassatas em quimica organica experimental
[13,14]. A coluna foi preenchida com silica gelr&0fase inferior e na fase superior preenchida
com 1,1 g da silica gel impregnada com o extratprdpolis vermelha (Figura 1), sendo estas
fases separadas com papel filtro. Na fase mévahf@aempre utilizados 60 mL do solvente,
iniciando com uma baixa polaridade (éter etiliccquenentando gradativamente (acetato de
etila, alcool etilico) até o solvente mais poldcqél metilico)
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Figura 1 — Silica impregnada com prépolis vermelha

A avaliacado da atividade antimicrobiana da prépadisnelha sobr&taphylococcus aurews
Escherichia colifoi realizada em triplicata pela técnica de difusim pocos, conforme
metodologia descrita para esse fim [15]. O volumag fiacdes bioativas da prépolis vermelha
testada foi de 15 pL na concentracdo de 5%.

O indculo microbiano foi padronizado de acordo @escala 0,5 Mc Farland e semeado em
superficie em placas de Petri contendo meio AgaelléuHinton. O controle negativo utilizado
no teste foi o solvente etanol 70% e o controleitiposo Cloranfenicol, antimicrobiano
comercial de referéncia.

O ensaio biologico foi submetido & analise de waigd(ANOVA), e posteriormente, ao teste
de Tukey para comparacdo das médias do tamanhwbissde inibicao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As fracdes foram coletadas em tubos de ensaio aelL16 foram separadas em 10 grupos,
classificados de acordo com o solvente utilizad® mudanca de coloracdo (Figura 2). Foi
verificada a acao antibacteriana apenas nas fragletadas nos grupos |, Il e IV que possuiam
solventes de menor polaridade (tabela 1).

Figura 2- Variacédo de coloracdo de algumas das @es;do extrato de propolis vermelha

Nao houve formacao de halo de inibicdo nas fragéeslemais grupos que continham na sua
composicao solventes mais polares. Esses resultadadoram com a literatura, uma vez que
0os compostos fendlicos presentes na propolis veangleralmente associados a atividades
antimicrobianas, possuem maior afinidade por stégede menor polaridade [18].

Na tabela 1 estdo descritos 0s grupos classificdel@sordo com o tipo de solvente utilizado
na extracao, iniciando com o Grupo G1 (menos pa@arupo G10 (mais polar).
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Tabela 1. Fracdes extraidas de propolis vermelha seus respectivos solventes e halos de inibigcao

Solvente Halo inibicdo (mm)
Grupo

(60 mL) Saureus E. coli
G1 Eter etilico 100% 15,00,2 9,010,1
G2 Eter etilico + acetato de etila (2:1) 9,5+0,1 -
G3 Eter etilico + acetato de etila (1:2) - -
G4 Acetato de etila 100% 8,5+0,2 -
G5 Acetato de etila + alcool etilico (2:1) - -
G6 Acetato de etila + alcool etilico (1:2) - -
G7 Alcool etilico 100% - -
G8 Alcool etilico + Alcool metilico (2:1) - -
G9 Alcool etilico + Alcool metilico (1:2) - -
G10 Alcool metilico 100% - -

(-) N&o houve inibi¢do

As substancias responsaveis pela pigmentacéo Verdel prépolis utilizada nesse estudo
estavam presentes nas fracdes mais polares dossg@s, G5 e G6 e esse € um resultado
bastante significativo. Considerando que os tipes pdopolis brasileiras sdo geralmente
classificados pela coloragdo, a cor vermelha daqhisd ndo pode ser utilizada como um
indicador direto da presenca de atividade antirbiare, ao menos em relagdo aos
microrganismos testados. Portanto, ndo é adequadoterizar um tipo de propolis quanto a
seu potencial biol6gico apenas pela sua cor, umguwe variedades de propolis que ndo tenham
coloracdo vermelha ndo sdo necessariamente dedgsodle principios ativos presentes nas
fracOes da propolis vermelha que conferem ativislaimicrobianas, o que faz da coloracao
da prépolis um indicador pouco relevante e demagiadte simplista.

De acordo com a figura 3, pode-se observar queagdds do grupo G1 apresentaram
atividade frente aos dois microrganismos testaskgjo que er8. aureu halo de inibi¢éo foi
maior que o apresentado no teste realizado c&ncali. Esse resultado corrobora resultados
anteriores [16] que confirmaram que a prépolis sgmea maior atividade frente as bactérias
Gram positivas e atividade reduzida frente as bast&ram negativas.
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Figura 3 — Halos de inibicdo frente a S. aureus éA3. coli (B) produzidos pela fracdo de menor
polaridade (G1) do extrato hidroalcodlico de projgorermelha.

Para a linhagem da bactéia coli apenas a fracdo G1 apresentou formagdo de halo de
inibicdo.

Os resultados do presente estudo permitem infagras componentes existentes na fracdo
de Eter etilico (Grupo 1) possuem atividade iniidtdpara ambos os microrganismos. Porém a
bactériaS. aureusmostrou-se suscetivel também para os compostogemes na fragdo de
Acetato de etila (Grupo 4). Postula-se, portantoe ¢ps compostos com atividade
antimicrobiana esté@o presentes nas fragfes melferepaoo extrato da propolis vermelha. Vale
salientar que a fragao de coloragéo vermelha n@&seamtou inibicdo frente aos microrganismos
utilizados e pode-se supor, portanto, que apesacoltaracdo ser um indicador para a
identificacdo dessa variedade, a cor da propatiggwelmente ndo esteja diretamente associado
a presenca de atividade antimicrobiana.

Segundo Brasileiret.al.,[17], a atividade antimicrobiana s6 deve ser @®rsida quando o
halo de inibicdo apresentado for maior ou iguatlaaontrole positivo testado. No entanto, €
importante considerar que o controle positivo usado teste € uma droga pura e em
concentracdo definidaadronizada, enquanto no extrato natural ndo s aalcerto qual(is)
o(s) composto(s) ativo(s) ou sua(s) concentrac@&s)(8.ogo, estes “antibidticos naturais”
precisam ser mais profundameatelisados para entdo refutar ou ndo o seu uso.

De acordo com os dados apresentados na tabelpo®s&el observar que existe diferenca
significativa entre as fracdes do grupo 1 (G1) grapos 2 e 4 (G2 e G4), considerando p<0,01;
e que a fracdo G1 demonstra ser mais ativa freBteaareuspor apresentar um maior halo de
inibicdo, enquanto que, os grupos G2 e G4 ndo eqiasim diferenca estatistisignificativa.

Tabela 2: Comparacéo das médias dos diametros @ashalos de inibicdo entre os grupos 1,2 e 4 das
fracOes ativas do extrato bruto de propolis verradiente a S. aureus.

Grupo | Medidas
G1 15.66
G2 9.66°
G4 8.66°

N&o foi necessério realizar analise estatisticaddo®s par&scherichia coliuma vez que,
apenas o G1 foi ativo frente a este microrganismo.

4. CONCLUSAO

A composic¢do da fracdo soltvel em éter etilicoxtcato da propolis vermelha grupo 1 (G1)
demonstrou atividade frente aos dois microrganisthasreus E. coli. Além da fragcdo G1 as
fracbes do G2 e G4 apresentaram acao inibitérinaappareS. aureussendo que o solvente
utilizado nestes dois grupos foi acetato de efilaste diferenca significativa entre as fracdes
existente entre os grupos 1, 2 e 4, mostrando ajiiecédo do G1 testada frent€Saaureus
mostrou ser mais eficiente. Apesar de a coloragdaim indicador para a identificacdo dessa
variedade, a cor da prépolis vermelha ndo estdadiente associada a presenca de atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos testados.
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