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APRESENTACAO

Nessas ultimas décadas as Pesquisas em Quimica tém apresentado grandes
avancos com contribuicbes de estudos, tanto de natureza tedrica como prética,
conferindo especulacdes investigativas de aspectos, tanto fenomenoldégicos como
metodoldgicos da ciéncia.

Além disso, as pesquisas, no campo da Quimica, tém contado com inUmeros
programas de pesquisas em todo pais permitido uma abrangéncia de uma variedade
de area, possibilitando assim, a contemplacéo de uma diversidade de debates que,
por sua vez tem corroborado com a producéo de produtos inovadores e de qualidade.

Devido a isso, verifica-se que os inumeros trabalhos cientificos, decorrentes
desses debates, tém apresentado uma grande contribuicdo para o avanco da
ciéncia, com uma extrema relevancia, no que diz respeito, principalmente, a sua
aplicabilidade para o desenvolvimento da sociedade.

O e-Book " A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica" é composto
por uma criteriosa coletanea de trabalhos cientificos organizados em 33 capitulos,
elaborados por pesquisadores de diversas instituicdes que apresentam seus debates
em temas diversificados e relevantes. Este e-Book foi cuidadosamente editado
para atender os interesses de académicos e estudantes tanto do ensino médio e
graduacéao, como da pés-graduacéo, que procuram atualizar e aperfeicoar sua viséo
na area. Nele, encontrardo experiéncias e relatos de pesquisas tedricas e praticas
sobre as mais variadas areas da quimica, além da prospeccao de temas relevantes
para o desenvolvimento social e cultural do pais.

Esperamos que as experiéncias relatadas neste e-Book contribuam para o
enriquecimento do conhecimento e desenvolvimento de novas pesquisas, uma vez
que nesses relatos sao fornecidos subsidios e reflexdes que levam em consideracéo
perspectivas de temas atuais.

Juliano Carlo Rufino de Freitas
Ladjane Pereira da Silva Rufino de Freitas
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CAPITULO 29
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RESUMO: Prépolis € um material resinoso
produzido por abelhas para proteger a colmeia
de danos. O proépolis apresenta compostos
fendlicos e flavonoides que possuem acéo
antimicrobiana. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar o conteudo de compostos
fendlicos e flavonoides, bem como a atividade
antimicrobiana de extratos de propolis de
amostras provenientes do Vale do Ivai, Brasil.
Cinco amostras de propolis foram adquiridas
de diferentes produtores. As amostras foram
numeradas de 1 a 5 de acordo com o produtor.
Os extratos de propolis foram obtidos por
maceracao a temperatura ambiente. A extragdo
foi realizada utilizando 20 g de propolis em 100
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mL de etanol 96% (v/v), com agitacdo diaria.
Apos 20 dias o material foi filirado e o extrato
obtido utilizado para a determinacéo dos teores
de compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante. O reativo de Folin Ciocalteau foi
empregado para a determinacé&o de compostos
fendlicos, o cloreto de aluminio para a
determinacéo de flavonoides. Para avaliacéo da
atividade antimicrobiana foi utilizado o método da
difusdo em gel. As amostras foram incorporadas
em discos de papel na concentragcdo de 1000
ug. As cepas avaliadas foram: Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella flexneri, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium e Proteus
mirabilis.  Verificou-se que o0s extratos
promoveram inibicdo do crescimento das cepas
de: S.aureus, S.pyogenes, S.epidermides e
E.faecalis. Constatou-se que o0s resultados
obtidos de avaliagcéo da atividade antimicrobiana
de amostras de propolis provenientes do lvai,
Brasil ndo estao correlacionadas com os teores
de compostos fendlicos e flavonoides.

PALAVRAS-CHAVE:

bioativos; Atividade antibacteriana

Propolis; Compostos
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ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND ANALYSIS OF PHENOLIC COMPOUNDS AND
FLAVONOIDS IN PROPOLIS SAMPLES FROM THE REGION OF VALE DO IVAI,
BRAZIL

ABSTRACT: Propolis is a resinous material produced by bees to protect the hive
against several damages. This crop presents phenolic compounds, flavonoids and
antimicrobial action. The objective of this work was to evaluate the contents of phenolic
compounds and flavonoids, as well as to perform the antimicrobial activity assay for
the samples of Propolis from “Vale do Ivai”, Brazil. Five samples of Propolis were
acquired from five different producers. These samples were numbered from 1 to 5
according to the producer. The extracts of Propolis were obtained by maceration in the
ambient temperature. The extraction was carried out with 20 g of Propolis in 100 mL of
ethanol 96% (v/v), with daily agitation. After 20 days, the extract was filtered and used
in the determination of phenolic compounds, flavonoids and antimicrobial activity. Folin
Ciocalteau method was used for the determination of phenolic compounds, as well as
the aluminum chloride method for flavonoids. The antimicrobial activity was determined
by the gel diffusion method. The samples were incorporated into paper disks at a
concentration of 1000 pg. The strains of Staphylococcus epidermidis, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Shigella
flexneri, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium and Proteus mirabilis.
There was inhibition of growth of strains of S.aureus, S.pyogenes, S.epidermides and
E.faecalis. The results show that the antimicrobial activity of propolis from the Vale do
Ivai, Brazil is not related with the phenolics compounds and flavonoids content.
KEYWORDS: Propolis; Bioactive compounds; Antibacterial activity

11 INTRODUGCAO

O mel é um produto natural, produzido por abelhas, Apis mellifera, obtido a
partir de acgucares presentes no néctar das flores ou de secrecbes procedentes
de partes vivas das plantas. O mel possui uma grande variedade de propriedades
terapéuticas. E utilizado na terapia natural devido as suas acdes antibacteriana, anti-
inflamatdria e cicatrizante (FINCO; MOURA; SILVA, 2010).

Outro produto produzido pelas abelhas é o prépolis, que é proveniente de uma
mistura formada por um material resinoso coletado pelas abelhas, das flores, ramos,
brotos e exsudatos de arvores. Além desses, as abelhas adicionam secrecdes
salivares e enzimas. O propolis € utilizado pelas abelhas para protegé-las contra
microrganismos, insetos invasores e também no reparo de frestas e danos a colmeia.
O mesmo € empregado em produtos farmacéuticos, cosméticos, alimentos, bebidas
e como conservante natural, aumentando o tempo de prateleira dos produtos.
Apresenta uma alta concentracdo de compostos fendlicos que lhe confere amargura
(OSES, et al., 2016).
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O prépolis apresenta 50 a 60% de resinas e balsamo aromatico, 30 a 40% de
ceras, 5 a 10% de 6leos essenciais e 5% de outras substancias. Também apresenta
microelementos como: aluminio, calcio, estréncio, ferro, cobre, manganés, silicio,
titdnio e zinco, além de vitaminas B1; B2; B6; C e E. A sua composi¢cao quimica
pode variar de acordo com a sazonalidade regional, 0 que pode influenciar no seu
efeito terapéutico. Estudos relatam que o prépolis, assim como o mel, apresenta
propriedades antimicrobiana e anti-inflamatoria, além de propriedade antitumoral
(PEREIRA, et al., 2015).

Na composicdo do propolis é constatado compostos como polifendis,
terpendides, esteroides e aminoacidos. Os polifendis sdo divididos em acidos
fendlicos e seus ésteres e flavonoides. Estes compostos variam de acordo com a
regiao, ecossistema e origem botanica (MIGUEL et al., 2014).

O ecossistema € um fator muito importante para a producéao final do mel e do
propolis. Em regibes tropicais, as caracteristicas fisico-quimicas e bioativas do mel
sofrem alteracbes por apresentar muitas vezes uma florada ndo especifica (FINCO;
MOURA; SILVA, 2010). As caracteristicas do mel e do prépolis variam de acordo
com a origem botéanica e diversos fatores como época, clima e regido geogréfica
(MIGUEL et al., 2014).

O vale do Ivai esta localizado a aproximadamente 400 Km da capital Curitiba
e € composto por 28 municipios. Apresenta 3% da populacao do Parana. O Vale do
Ivai & considerado a segunda regido mais populosa do norte do estado do Parana.
Apresenta um ecossistema promissor para atividades relacionadas a agricultura por
apresentar um solo fértil de terra roxa e um clima tropical (FECEA, 2016)

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os teores de compostos
fendlicos e flavonoides, bem como verificar a atividade antimicrobiana de extratos de
prépolis de amostras provenientes do Vale do lvai, Brasil.

2 | MATERIAL E METODO

Material

Foram adquiridas cinco amostras de prépolis provenientes de cinco produtores
do Vale do lvai- Pr. As amostras de propolis foram numeradas de 1 a 5 de acordo
com o produtor.

Preparo dos extratos de prépolis

Os extratos de propolis foram obtidos por maceracao a frio. A extracao foi
realizada com 20 g de prépolis moido em 100 mL de etanol 96% (v/v), com agitacao
diaria. Apds vinte dias o extrato foi filtrado, acondicionado em frasco ambar e
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armazenado em temperatura ambiente, ao abrigo da luz e umidade (Barbosa et al.,
2014).

Determinacao de flavonoides

O conteudo total de flavonoides foi determinado segundo Alves & Kubota,
2013, em que 2 mL de cloreto de aluminio a 2% (m/v) em metanol, foram misturados
com igual volume dos extratos de propolis diluidos 1:100. A absorbancia foi medida
em 425 nm apds dez minutos contra um branco, consistindo de uma solucéao de 2
mL de metanol com 2 mL de solugéo de cloreto de aluminio 2% (m/v) em metanol.
Determinou-se o conteudo de flavonoides usando uma curva padrao de quercetina
com concentracdoes entre (5 a 50 yg/ mL).

Determinacao de compostos fendlicos

Para o doseamento dos compostos fendlicos os extratos de propolis foram
diluidos 1:100 e foi utilizado o reagente de Folin Ciocalteau. Uma curva padréao foi
preparada a partir de uma solugéo de acido galico utilizando concentra¢des entre 25
a 600 pg/ mL. Em cada tubo foram colocados 200 pL de reativo de Folin Ciocalteau,
160 L da solucao de acido galico e 3,6 mL de agua destilada. Apds a agitacao dos
tubos esperou-se 3 minutos. Em seguida foram adicionados 0,4 mL de solugéao de
carbonato de sédio a 35% (m/v), em cada tubo. Os tubos foram novamente agitados
e deixados em repouso durante 1 hora. Realizou-se a leitura em espectrofotémetro
a 760 nm. Com os resultados das absorbancias, os dados foram interpolados e
determinou-se a equacao da reta. Para os extratos de propolis foi realizado o mesmo
procedimento. Para o branco utilizou-se 200 pyL de reativo de Folin Ciocalteau, 160
uL de etanol e 3,6 mL de agua destilada. O ensaio foi realizado em triplicata (LIMA
etal., 2012).

Atividade antimicrobiana

Para a avaliagcdo da atividade antimicrobiana dos extratos de proépolis foi
empregado o método da difusdo em gel (MENDES et al.,, 2011). Os extratos de
prépolis foram incorporados em discos de papel na concentragéao de 1000 ng.

Inicialmente as cepas de Staphylococcus epidermidis (ATCC 1251),
Enterococcus faecalis (ATCC 1221), Escherichia coli (ATCC 1229), Klebsiella
pneumoniae (ATCC 1233), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 1239), Shigella flexneri
(ATCC 1246), Staphylococcus aureus (ATCC 1248) e Proteus mirabilis (ATCC 1235)
foram repicadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubadas a 35 °C por 24
horas. Em seguida foram semeadas em Agar Mueller-Hinton e as placas foram
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colocadas em estufa a 35°C por 24h.

Preparou-se uma suspensao com cada bactéria em 2 mL de salina estéril
comparando-se com a turbidez do tubo nimero 0,5 da escala Mac Farland. Um swab
estéril foi mergulhado na suspenséo bacteriana. Para retirar o excesso de liquido,
pressionou-se 0 swab contra as paredes do tubo. Apés o mesmo foi esfregado na
superficie de cada placa de petri contendo o0 meio agar Mueller Hinton em varias
direcoes.

Apéds, os discos de papel impregnados com os extratos foram colocados
nas placas. As placas foram incubadas invertidas na estufa a 35 °C por 24 horas.
Passado este periodo, as placas foram retiradas da estufa e foram medidos os
halos de inibicdo. Trés controles foram realizados: o controle positivo de inibi¢cao
(clorofenicol), controle do disco de papel impregnado com o solvente e controle de
esterilidade do meio, em que duas placas foram incubadas nas mesmas condi¢des
do ensaio. O teste foi realizado em duplicata e os resultados foram submetidos e
analisados pelo teste T de Student, com limite de confianca 95%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta o doseamento dos teores de flavonoides e compostos
fendlicos nos extratos de propolis a 20%. Verifica-se, que as amostras 3, 4 e 5
apresentam teores maiores de flavonoides e compostos fendlicos. Contata-se que a
amostra 1 apresenta o menor teor de flavonoides e compostos fendlicos.

Flavonoides totais Fendlicos Totais
Amostras Média Média

mg/ mL mg/ mL
1 1317 a 10864 a
2 1580 b 13441 Db
3 2137 ¢ 17927 c
4 1939 ¢ 16860 c
5 1952 c 16984 c

Tabela 1- Teores de flavonoides e fendlicos totais em extrato de propolis 20% de cinco amostras
de prépolis

Nota: a letras diferentes na mesma coluna correspondem a resultados estatisticamente diferentes.

As concentracées de flavonoides e compostos fendlicos encontrados nos
extratos de prépolis 20% estéo dentro dos valores comparados a outras literaturas.
Para que o propolis tenha caracteristica e apresente compostos ativos, recomenda-
se utilizar solugcéo extratora entre 70% e 95%, pois abaixo dessa porcentagem é
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possivel encontrar maior concentragcdo de substancias inertes (SCHMIDT et al.,
2014), no presente trabalho foi utilizado etanol 96%.

Os compostos fenodlicos sdo considerados marcadores de origem boténica do
mel e do prépolis. Sdo divididos em flavonoides e acidos fendlicos (ESTEVINHO
et al., 2008; SOUSA et al., 2016). Os flavonoides sao classificados em flavonois,
flavononas e flavonas. Os flavonoides possuem diversos efeitos biolégicos como
acao anti-inflamatéria e antibacteriana (PYRZYNSKA; BEISAGA, 2009).

Os compostos fendlicos sao conhecidos por capturar radicais livres e com isso
desenvolver atividade antioxidante. Os radicais livres sao considerados causadores
do envelhecimento precoce, contribuem para a doenca de Parkinson e para disturbios
gastrointestinais. A ingestdo de produtos como flavonoides e compostos fenélicos
que apresentam atividade antioxidante promove melhora da atividade celular e das
acoes fisiologicas (SUAREZ et al., 2013). Os compostos fendlicos presentes no
prépolis sdo conhecidos por sua atividade antioxidante (KUMAZAWA, HAMASAKA,
NAKAYAMA, 2009), evitando aformacéao de radicais livres que ocorrem continuamente
no organismo humano, evitando assim o desenvolvimento de diversas doencas. Por
possuir atividade antioxidante o propolis é empregado como suplemento alimentar
(CASTRO etal., 2014).

Os compostos fendlicos encontrados no prépolis variam de acordo com a
época e com o local em que foi coletado, de acordo com essa variacao as atividades
biolbgicas também aumentam ou diminuem (CABRAL et al., 2009).0 propolis &
utilizado na industria farmacéutica, na area de cosméticos e também na industria
alimenticia na parte de bebidas e como conservante natural aumentando assim o
tempo de prateleira dos produtos (KELOGEROPOULOQOS et al., 2009).

Os halos de inibicdo promovidos pelos extratos de propolis na avaliacédo da
atividade antimicrobiana estao apresentados na tabela 2. Para a bactéria S.aureus
a amostra 1 foi a que apresentou menor halo de inibicdo. Para S.pyogenes foi
observado que as amostras 2 e 3 apresentam halos de inibicdo maiores que as demais
amostras. Para o S.epidermides verificou-se que as amostras 4 e 5 demonstraram
maior atividade quando comparadas com as demais amostras. Para E.fecalis a
amostra 4 foi a que apresentou menor atividade quando comparada com as demais

amostras, e a amostra 3 apresenta maior halo de inibicdo.

Amostra de Prépolis S.aureus S.pyogenes S.epidermides E.fecalis Halo

Halo mm Halo mm Halo mm mm
1 6,5 a 5a 13,5 a 9,5ab
9,5b 9,5d 12,5a 10,5b
3 11b 9d 13 a 11c
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4 10b 8c 13 a 8,5a
5 95b 7b 15b 10,5b
Clorofenicol 33,5¢ 50e 49,c 30d

Tabela 2 - Halo de inibicdo da atividade antimicrobiana dos extratos de propolis 96% (v/v)

Nota: a letras diferentes na mesma coluna correspondem a resultados estatisticamente diferentes.

Os extratos de prépolis 20% nao promoveram inibicdo do crescimento das
cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e
Shigella flexneri.

O prépolis apresenta atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e cicatrizante.
A atividade antimicrobiana é baseada na inibicado da RNA-polimerase bacteriana,
fato atribuido aos ésteres e a flavonona. Os flavonoides presentes no propolis
demonstram acéo anti-inflamatoria inibindo a ciclooxigenase. Os acidos fendlicos e
os flavonoides atuam na cicatrizac&o de ferimentos demonstrando uma cicatrizagéo
mais rapida quando comparado a outros cicatrizantes. O prdpolis € empregado para
a prevencao de doencas como diabetes, cancer até tratamento de infec¢des de
garganta, ulceras e infec¢des urinarias (LUTOSA, 2008).

A atividade antimicrobiana do prépolis, assim como o teores de flavonoides e
compostos fendlicos variam de acordo com a época em que o propolis foi coletado,
além do clima e ecossistema da regido. Sendo assim, se justifica alteracbes da
atividade antimicrobiana e das propriedades terapéuticas de diferentes propolis
(JUNIOR et al., 2006).

E constatado na literatura que as concentracdes de compostos fendlicos
presentes no propolis, aumentam a atividade antimicrobiana (LOTFY, 2006).
Contudo no presente trabalho tal fato nao foi observado. N&o foi verificada nenhuma
correlacdo entre os teores de flavonoides e compostos fendlicos e aumento da
atividade antimicrobiana sobre as cepas utilizadas. Visto que todas as amostras séao
da mesma regiao, os tipos de flavonoides e compostos fendélicos sao provavelmente
0S mesmos e ndo contribuem de forma significativa na atividade antimicrobiana.
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