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Resumo

A propolis vermelha, como ¢ conhecida popularmente, ¢ uma propolis recentemente encontrada no
Brasil e tem potente agdo bioldgica. O presente trabalho avaliou a atividade antimicrobiana do extrato
etanolico e das fragdes hexanica, cloroférmica e acetanodlica da propolis proveniente de apiario do
estado de Alagoas. As linhagens microbianas utilizadas foram: Shigella flexneri, Proteus vulgaris,
Staphylococcus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Candida albicans. O extrato etanolico apresentou atividade antimicrobiana
frente a cepas gram-positivas (100%), gram-negativas (62,5%) e fungicas (100%), com eficiéncia em
76,9% em todas as espécies testadas. A fragdo hexanica mostrou eficiéncia em 76,9% das espécies,
semelhante ao extrato bruto; ja a fracdo cloroférmica mostrou atividade frente a 92,3% das espécies
analisadas, sendo Klebsiella pneumoniae ainica espécie resistente. A fragao acetandlica foi a fragdo que
apresentou melhor atividade antimicrobiana com eficiéncia em 100% das espécies analisadas. Perante
Candida albicans, observamos excelentes resultados, principalmente para a fragdo acetanolica, na qual
a concentracdo inibitoria minima (CIM) se compara aos valores encontrados para as bactérias gram-
positivas. Assim, as fragdes de propolis vermelha apresentaram excelente atividade antimicrobiana,
principalmente frente a microrganismos gram-positivos e Candida albicans. Além disso, observamos
que a fragdo acetanodlica destacou-se como um promissor produto biotecnolégico.
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Abstract

The red propolis is a new type of propolis founded in Brazil with large biological action. This study
evaluated the antimicrobial activity of ethanol extract and fractions of hexane, chloroform and acetanolica
of propolis from the apiary of the state of Alagoas. The microbial strains used were: Shigella flexneri,
Proteus vulgaris, Staphylococcus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
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Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans. The ethanolic extract showed activity
against Gram-positive strains (100%), Gram-negative (62.5%) and fungi (100%) with efficiency against
76.9% of all the analyzed strains. The hexanic fraction showed efficiency against 76.9% as observed
with the ethanolic extract, though the chloroform fraction showed activity against 92.3% of the strains
analyzed. Klebsiella pneumoniae was the only resistant species. The ethyl acetate was the fraction that
showed the best antimicrobial activity with efficiency against 100% of all strains analized. Excellent
results were observed to Candida albicans mainly with ethyl acetate fraction with the value of minimum
inhibitory concentration (MIC) similar to those observed to Gram-positives bacteria. We concluded
that the partitions of red propolis showed excellent antimicrobial activity mainly against Gram-positive
microorganisms and Candida albicans. Furthermore, we observed the ethyl acetate fraction stood out

as a promissory biotechnological product.

Keywords: Red propolis. Antibacterial activity. Antifungal activity. Partitions.

Introduciao

A propolis ¢ formada por material resinoso e
balsamico e ¢ coletada pelas abelhas nos ramos,
flores, pdlen, brotos e exsudatos de arvores. Trata-
se de uma mistura complexa, a qual, na colmeia,
elas adicionam secregdes salivares. Esta resina
¢ utilizada pelas abelhas na protecdo da colméia
contra a proliferacdo de microrganismos, incluindo
fungos e bactérias (SILVA et al., 2006).

Estudos apontam que a propolis (ou os seus
derivados) apresenta toxicidade contra células
cancerigenas e atividade antioxidante, antiviral,
antiulceras, cicatrizante e antibidtica frente as
bactérias gram-positivas (AZEVEDO et al., 1986;
KUJUMGIEV et al., 1999; REIS et al., 2000;
FERNANDESJUNIORetal.,2005; KHALIL,2006).
O alto teor de flavonodides estd diretamente ligado
ao poder antioxidante, e verificou-se que a fracdo
cloroférmica apresentou maior atividade (CABRAL
et al., 2009). Varios estudos comprovaram a acao
anti-séptica, antifungica, antipirética, adstringente,
antiinflamatdria e anestésica (HAY; GRIS, 1990;
DOBROWOLSKI et al, 1991; RUPPELT et
al.,, 1991; BURDOCK, 1998; AZEVEDO et al.,
1999; SANTOS et al., 2003). Também tem agdo
comprovada frente ao Bacillus subitilis e Candida
albicans (GRANGE; DAVEY, 1990; D’AURIA et
al., 2003).

As propolis brasileiras foram classificadas por
Park, Ikegaki e Alencar (2000) em doze grupos

principais, de acordo com a composi¢do quimica
basica dos extratos alcoolicos obtidos daquelas
propolis. Recentemente, um novo grupo da Mata
Atlantica de Alagoas foi identificado e classificado
como grupo 13, este apresenta uma potente agado
biologica (ALENCAR et al., 2007). Aguiar et al.
(2003) observaram que as caracteristicas fisica e
quimica destas amostras de propolis diferem das
outra amostras dos 12 grupos.

Quando se avalia a atividade antibacteriana
da propolis vermelha, verifica-se que o extrato
obtido das regides brasileiras possui melhor agdo
biologica em comparagdo aos resultados obtidos
com extratos norte-americanos (BASTOS et al.,
2008). Segundo Daugsch et al. (2007), as amostras
de propolis vermelha brasileira da regido Nordeste
apresentaram  atividade antimicrobiana frente
a Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
concentragdes proximas a 2,5 pg/ml. Alencar et

cm

al. (2007) demonstraram que o extrato etanolico
e a fracdo cloroférmica da propolis brasileira,
apresentaram uma potente atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Streptococcus mutans (UA 159).

As investigacdes sobre as propriedades
antibidticas da propolis tém sido conduzidas
sobretudo nas areas médica e veterinaria, nas quais
o produto tem demonstrado uma eficiente atividade
em relacdo a diversos géneros de bactérias, sendo

as gram-positivas mais sensiveis aos extratos de

Semina: Ciéncias Biolégicas e da Satde, Londring, v. 33, n. 1, p. 03-10, jan./jun. 2012



tividade antimicrobiana de fracées da prépolis vermelha de Alagoas, Brasil

propolis que as gram-negativas (PINTO et al.,
2001).

O presente trabalho teve como objetivo estudar
a atividade antimicrobiana do extrato etanolico e
fragdes de propolis vermelha obtida no estado de
Alagoas frente a bactérias dos géneros Pseudomonas
sp., Enterococcus sp., Proteus sp., Salmonella sp.,
Escherichia sp., Enterobacter sp., Staphylococcus
sp. e Klebsiella sp., e fungos do género Candida sp.

Material e Métodos
Amostra

A amostra de propolis vermelha para analise foi
adquirida do Apiario Ilha do Porto, localizado em
area de manguezal, na cidade de Marechal Deodoro
— AL, Regido Nordeste do Brasil.

Fracionamento

A propolis foi triturada e extraida a frio com
agitacdo mecanica, utilizando-se como solvente o
etanol 96°GL; a solucao foi filtrada ¢ concentrada
em rotaevaporador, e obteve-se o extrato bruto da
propolis (EBEP). Esse extrato foi suspenso em
uma mistura metanol-agua 40% (v/v) e fracionado
utilizando a técnica de extragdo liquido-liquido
com os solventes: hexano, cloroformio e acetato de
etila. Apds evaporagdo dos solventes em aparelho
rotatorio a pressao reduzida, foram obtidas a fragado
hexanica de propolis (FHP), fracdo cloroformica
de propolis (FCP), fragdo acetandlica da propolis
(FAP) e fragao hidroalcoolica.

Microrganismos utilizados

Os microrganismos utilizados foram: Shigella
flexneri,  Proteus
Klebsiella

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

vulgaris,  Staphylococcus,

pneumoniae,  Proteus  mirabilis,
Escherichia coli e a Candida albicans. As linhagens

foram cedidas pelo Centro de Patologia e Medicina

Laboratorial da Universidade Estadual de Ciéncias
da Saude de Alagoas. Foram, também, utilizadas as
P aeruginosa ATCC 2785, S. aureus ATCC 25923,
K. pneumoniae ATCC 13883 e C. albicans ATCC
14053, que sdo cepas com perfil de resisténcia
padronizado internacionalmente e serviram como
controle da atividade antimicrobiana.

Atividade antimicrobiana in vitro

O meio de cultura Agar Infuso de Cérebro e
Coracdo - BHA - (Vetec, Brasil) foi preparado de
acordo com o fabricante, e o extrato bruto e fragdes
da propolis foi incorporados individualmente ao
mesmo.

Os microrganismos foram repicados da cultura
estoque para tubos de ensaio contendo 2 mL do meio
de cultura Brain Heart Infusion — BHI — (Difco,
Brasil) liquido e incubados em estufa bacteriologica
a 37°C por 48 horas. Apoés a verificagio do
crescimento dos microrganismos, por meio da
turbidez, foi realizada a inoculagdo de 10 pL de
cada suspensdo bacteriana (aproximadamente 10°
microrganismos) e fungica (aproximadamentel(’
microganismos). Contou-se com o auxilio de uma
alca de platina calibrada, e nas placas continham
meio de cultura s6lido e as respectivas fragcdes da
propolis vermelha.

As placas inoculadas com os microrganismos
foram incubadas até 48 horas. Apos esse periodo,
foram realizadas as leituras para averiguar se
havia crescimento dos microrganismos. Foram
considerados sensiveis a particdo da propolis os
espécimes nos quais nao se observou crescimento
no meio de cultura.

Determinacdao da Concentracdo Inibitoria

Minima (CIM)

A concentracdo inibitdriaminima foi determinada
para as fragdes FHP, FCP e FAP. Para isso, utilizou-
se a técnica de incorporagao das fragdes de propolis
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ao meio agar base em concentragdes decrescentes
entre 1% a 0,005 % (m/v). Apds a incorporacao,
os microrganismos foram semeados na superficie
das placas e apds 24 horas (bactérias) e 48 horas
(fungos) de incubacao foi realizada a leitura. A
menor concentragdo em que ndo houve crescimento
dos microrganismos foi considerada como CIM e
todos os testes foram realizados em triplicata.

Resultados e Discussao

De acordo com os resultados expressos na
Tabela 1, o extrato etanolico da propolis vermelha
apresentou atividade antimicrobiana frente a cepas
gram-positivas (100%), gram-negativas (62,5%) e
fungicas (100%), com eficiéncia em 76,9% de todas
as espécies testadas.

Fernandes Junior, Balestrin ¢ Cunha (2003)
evidenciaram a a¢do antimicrobiana da propolis
frente ao Staphylococcus aureus,uma espécie gram-
positiva com largo espectro de patogenicidade,
demonstrando seu efeito
concentracdes. Esse resultado foi observado em
trabalhos
semelhante

inibitério em baixas

Nnossos onde constatamos resultado

para  Staphylococcus  coagulase
negativa (Tabela 1). Frente as espécies Gram-
negativas, Sforcin (1996) observou a necessidade de
concentracdes de propolis maiores, entre 4,5 — 8,0%,
para obter atividade antimicrobiana. Em nossos
resultados, o extrato etanolico na concentragao
de 1% foi eficiente para Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis, Shigela flexneri, o que demonstra uma
maior atividade da propolis vermelha da regido
alagoana. Ja as espécies Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae ¢ Pseudomonas aeruginosa foram
resistentes a essas linhagens, o que confirma os
dados ja obtidos por Vargas et al. (2004) e Detoma,

Ozino (1991).

Ao analisar a fracdo cloroformica, pode-se
observar atividade antimicrobiana em face de 92,3%
das espécies analisadas (Tabela 1), das quais a K.
pneumoniae foi a Unica espécie resistente. Alencar
et al. (2007) relataram essa agdo, caracterizando

6

como a fracdo de melhor atividade antibacteriana,
determinando, também, as concentracdes minimas
inibitorias frente a S. aureus e S. mutans.

A fragdo acetandlica apresentou atividade
antimicrobiana em face dos 100% das espécies
analisadas, o que a tornou a particdo de melhor
atividade em nossos estudos. Embora Pinto et
al. (2001) nao tenham observado essa a¢do, as
fragdes cloroférmica e acetandlica foram as que
apresentaram melhor atividade antimicrobiana em
face dos microrganismos analisados. Ja a fracdo
hexanica foi a que apresentou pior desempenho
quando comparadas as outras fragdes, com eficiéncia
em 76,9% das espécies, atividade semelhante ao
observado com o extrato bruto.

A atividade antibacteriana da propolis pode estar
relacionada diretamente a presenca de compostos
fendlicos e flavonodides, onde a maior concentragdo
desses compostos bioativos determina uma maior
atividade antibacteriana (CASTRO et al., 2007). Na
Figura 1, observamos que houve umamaior atividade
da propolis frente as bactérias Gram-positivas,
apresentando CIM menores que aos observados em
bactérias Gram-negativas, resultado que corrobora
com os dados de Sforcin et al. (2000). Fernandes
Janior et al. (2001) também demonstraram esta
diferenca, onde a inibic¢ao de E. coli ocorreu com um
CIM de até 9,5 mg/mL enquanto S. aureus foi inibido
comum CIM de 0,7 mg/mL. As menores CIM foram
observadas para a fragdo acetandlica o que ratifica
a elevada agdo biologica dessa particao (Figura 1).
Essa boa atividade pode ser explicada do ponto de
vista fitoquimico devido a grande quantidade de
compostos fendlicos ativos, os quais migraram para
esta fracdo de alta polaridade, e devido a reduzida
quantidade de interferentes apolares (ceras), que
estariam presentes na fracdo hexanica, justificando
a menor atividade antimicrobiana de tal fracdo.

Para a Candida albicans, observamos excelentes
resultados, principalmente para a fragao acetanoélica
onde a CIM se compara aos valores encontrados
para as bactérias Gram-positivas analisadas. Foram
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observadas, em estudos com C. albicans, CIM de da propolis alagoana (OLIVEIRA et al., 2006;
5,0 mg/mL utilizando propolis obtidas no Sudeste, SFORCIN et al., 2001).
ressaltando uma superioridade na qualidade

Tabela 1 - Atividade antimicrobiana das fragdes da propolis vermelha a 1%.

AMOSTRAS DE PROPOLIS
MICRORGANISMOS B . Fragio
Extrato Fracao Fracao Acetanélica
Bruto Hexénica Cloroférmica (FAP)
(EBEP) (FHP) (FCP)
E Staphylococcus aureus S S S S
'§ Staphylococcus aureus S S S S
& ATCC 25923
§ Staphylococcus S S S S
O Coagulase negativo
. Lscherichia coli R R S S
E Klebsiella pneumoniae R R R S
En Klebsiella pneumoniae S S S S
2 ATCC 13883
E Proteus mirabilis S S S S
(3 Pseudomonas aeruginosa R R S S
Pseudomonas aeruginosa S S S S
& ATCC 2785
E Proteus vulgaris S S S S
Shigella flexneri S S S S
Candida albicans S S S S
Candida albicans ATCC 14053 S S S S

S — Sensivel, R- Resistente
Fonte: Autores.
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Figura 1 - Concentracao Inibitoria Minima (CIM) das fragdes de Propolis Vermelha de Alagoas.
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Fonte: Autores.

Conclusoes

Assim, verificamos que

Agradecimento

as bactérias Gram- Os autores agradecem a Fundacdo de Amparo

positivas e os fungos foram as linhagens mais a Pesquisa de Alagoas (FAPEAL) pelo incentivo
susceptiveis aos extratos analisados, dos quais cedido.

a fracdo acetanodlica foi a que apresentou o

melhor resultado, evidenciando o excelente poder

antibacteriano e antifungico da propolis vermelha

de Alagoas.
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