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Resumo

Prépolis é uma substancia resinosa produzida pelas abelhas que coletam metabodlicos
secundarios da flora da regiao, sua composi¢do quimica é complexa e variada. Tetragonisca
angustula e Scaptotrigona bipunctata sao abelhas nativas do Brasil e popularmente conhecidas
como “abelhas indigenas sem ferrdo” Este trabalho avaliou a atividade antimicrobiana,
a presenca de flavonoides e o teor de fendlicos de extratos etanélicos de prépolis de
duas abelhas sem ferrdo, Jatai e Tubuna. As curvas de absor¢do indicaram presenca de
flavonoides e fenois, e os valores de polifendis totais, expressos em equivalente de acido
gélico e obtidos pelo método adaptado de Folin-Ciocalteu, foram de 5,00% para o extrato
da Jatai e 6,06% para o da Tubuna. O extrato da abelha Tubuna apresentou atividade frente
aos microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus, o que pode ser explicado pelo
maior teor de polifendis que conferem atividades bioldgicas e terapéuticas a propolis.

Palavras-chave: Extratos etandlicos de propolis. Teor de polifenodis totais. Atividade
antimicrobiana.

Abstract

Propolis is a resinous substance produced by bees that collect secondary metabolites from the
regional flora, its chemical composition is complex and varied. Tetragonisca angustula and
Scaptotrigona bipunctata are native bees from Brazil and known populary as “indigenous
stingless bees”. This study evaluated the antimicrobial activity, the flavonoids presence and the
phenolic content of propolis ethanolic extracts from two stingless bees, Jatai and Tubuna. The
absorption curves indicated the presence of flavonoids and phenols, and the total polyphenols
values, expressed as galic acid equivalent and obtained by the Folin-Ciocalteu adapted method,
were 5.00% for the Jatai extract and 6.06% for the Tubuna extract. The Tubuna bee extract
showed activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus microorganisms that can
be explained by the highest content of polyphenols, which gives biological and therapeutics
activities to the propolis.

Keywords: Propolis ethanolic extracts. Total polyphenols content. Antimicrobial activity.
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1 Introdugao

As abelhas sem ferrdo sdo reunidas na
superfamilia Apoidea e sdao popularmente
conhecidas como abelhas indigenas sem fer-
rio (NOGUEIRA-NETO, 1997). Tradicio-
nalmente manejadas por povos indigenas
(FABICHAK, 1989), as abelhas sem ferrao
sao excelentes agentes polinizadores, sendo
muito utilizadas com esse fim em planta¢oes
e estufas (CAUICH et al., 2006), portanto,
as abelhas e outros insetos essenciais para
a manuten¢do da biodiversidade e equili-
brio da maioria dos ecossistemas terres-
tres (STUCHI; TAKASUSUKI; TOLEDO,
2008). Este trabalho concentra seus estudos
nas abelhas sem ferrdo Jatai (Tetragonisca
angustula) e Tubuna (Scaptotrigona bipunc-
tata). Essas sao nativas do Brasil, com ampla
ocorréncia no Rio Grande do Sul (STUCHI;
TAKASUSUKI; TOLEDO, 2008).

Os ninhos dessas abelhas apresentam,
como caracteristica marcante, uma Uni-
ca entrada composta por resinas em forma
de funil (BLOCHTEN et al, 2008). Todas
as fendas e frestas dos ninhos sdo cober-
tas por uma substancia resinosa, produzida
pelas abelhas, através da coleta de metabdli-
tos secundarios da flora da regido, denomi-
nada propolis (BARTH; DUTRA; JUSTO,
1999). A composi¢cdo quimica da prépolis
¢ resultante, principalmente das caracte-
risticas fitogeograficas existentes ao redor
da colmeia (KUMAZAWA; HAMASAKA;
NAKAYAMA, 2004) é complexa e variada,
destacando-se os flavonoides e os acidos fené-
licos, os quais conferem efeitos terapéuticos a
propolis (BEDASCARRASBURE et al., 2004;
SILICI; KUTLUCA, 2005; UZEL et al., 2005;
UMTHONG; PUTHONG; CHANCHAO,
2009). Os compostos fendlicos e os flavonoi-
des podem atribuir a propolis propriedades
antibacterianas (KALOGELOPOULOS et al,,
2009; GONSALES et al., 2006; SAWAYA et al.,
2004; BIANCHINI; BEDENTO, 1998; BOSIO
et al., 2000 ), antifungicas (OTA et al., 2001),

antissépticas (SIMOES; ARAUJO; ARAUJO,
2008), antivirais (HULETHEL; ISANU, 2002),
antioxidantes (MOREIRA et al., 2008), anti-
tumorais (DIAZ-CARBALLO et al, 2008)
e anti-inflamatorias (RAMOS; MIRANDA,
2007). Observa-se na literatura que a maioria
dos estudos sobre atividades terapéuticas e
bioldgicas da propolis estdo associadas a outra
espécie de abelha, denominada Apis mellifera,
pertencente a subfamilia Apinae. De acordo
com o trabalho de PEREIRA; BICALHO;
NETO (2003), a composi¢ao quimica da pro-
polis das abelhas sem ferrdo e com ferrdo é
muito similar, ndo havendo muitas diferencas
qualitativas, quando localizadas em regides
fitogeograficas semelhantes.

Devido ao numero reduzido de estu-
dos sobre a prépolis de abelhas sem ferrao,
o objetivo deste trabalho consiste em deter-
minar a presenga de flavonoides, o teor de
polifendis totais e a atividade antimicrobiana
dos extratos etandlicos da propolis das abe-
lhas Jatai e Tubuna.

2 Materiais e métodos
2.1 Mostra de propolis

As amostras de propolis das abe-
lhas Tetragonisca angustula e Scaptotrigona
bipunctata foram coletadas em um melipo-
nario, localizado na Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS) ,
Porto Alegre. As abelhas foram manejadas e
conservadas de acordo com os procedimentos
apresentados por WITTER; BLOCHTEIN;
SANTOS (2005). A coleta de propolis da abe-
lha Jatai ocorreu em julho/2010 e da abelha
Tubuna em novembro/2009. Utilizou-se o
coletor MLR3 (RECKZIEGEL, 2009), para
a obtencdo das amostras, através da raspa-
gem das partes internas das caixas de abe-
lhas. Essas amostras foram acondicionadas
em ambiente fechado, ao abrigo da luz e
mantidas sob refrigeragdo na temperatura
de, aproximadamente, -20°C (CISILOTTO,
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2011). Posteriormente, as amostras de propo-
lis foram trituradas e homogeneizadas. Rea-
lizou-se a dilui¢do de 1:1 (m/m) com etanol
70% (v/v). As solugdes foram armazenadas
em ambiente fechado a temperatura de 25°C,
por um periodo de 45 dias. Uma vez ao dia,
0 extrato permaneceu no ultrassom, durante
uma hora e foi agitado, manualmente, duran-
te 5 minutos. Apds, os extratos etandlicos de
propolis (EEP) foram identificados, filtrados
em papel de filtro qualitativo e armazenados
protegidos da luz em temperatura de aproxi-
madamente 8°C (CISILOTTO, 2011).

2.2 Analise qualitativa de flavonoides

Foram solubilizados 21 uL do extrato
etanolico de propolis em 25,0 mL de etanol
P.A. e foi realizada a determinagdo do perfil
da curva de absor¢do versus comprimen-
to de onda no espectrofotdometro UV-VIS
(Cary 50, Varian). Fez-se a varredura entre
os comprimentos de onda de 200 a 600 nm,
com intervalo de medida de 1 nm (ISLA
et al., 2005). Para identificacdo da presen-
¢a de flavonoides, realizou-se a leitura nos
comprimentos de onda de 270 nm a 330 nm
(JURD; GEISSMAN, 1956). As medidas
foram realizadas em triplicata para ambos
os extratos.

2.3 Determinagao de polifendis totais

A determinagdo do teor de polifendis
totais foi realizada pelo método adaptado de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ORTHOFER;
LAMUELA-RAVENTOS, 1999) em triplicata.
Em tubos de ensaio de 15 mL foram adicio-
nados, separadamente, 400 uL dos EEP dilui-
dos (1,5 pL de EEP em etanol 10% (v/v) g.s.p.
1000 pL), 600 puL de etanol 10% (v/v), 1,0 mL
do reagente de Folin-Ciocalteu 1 N, 1,0 mL
de uma solu¢ao de carbonato de sddio 17%
(p/v) e 7,0 mL de agua. Apds a homogeneiza-
¢ao, os tubos permaneceram em repouso por
90 minutos, em local protegido de luz.

A leitura da absorbancia das amostras
foi realizada no comprimento de onda de 725
nm no espectrofotometro UV-VIS (Cary 50,
Varian) e os teores de polifenois totais foram
calculados em func¢ao da concentragao de aci-
do galico. O coeficiente de determinagao dos
dados da curva de calibragdo é r* = 0,9985. As
leituras de absorbancia foram realizadas em
triplicata, e os resultados foram expressos em
percentual massico de polifendis equivalente
ao acido galico.

2.4 Agao antimicrobiana por bioautografia

O método da bioautografia (VALGAS,
2002) é um teste qualitativo que permite
identificar a agdo antimicrobiana de extra-
tos frente a microrganismos, nesse caso, EEP
das abelhas Jatai e Tubuna frente as bacté-
rias Staphylococcus aureus (ATCC 25922),
Escherichia coli (ATCC 25923), Salmonella
enterica subspecie enterica serovar Chlo-
raesius (ATCC 10708) e Pseudomonas aeru-
ginosa (ATCC 27853). Para os ensaios, uti-
lizou-se a técnica de bioautografia indireta,
método pelo qual se aplica a amostra sobre
uma placa cromatogréfica silica gel GF,,,,
que é desenvolvida com uma fase movel
adequada. Posteriormente, as placas de cro-
matografia em camada delgada (CCD) sdo
cobertas por uma fina camada de meio de
cultura inoculado com os microrganismos.
Apés o tempo de incubagdo (24 horas para
bactérias), observa-se presenca ou ndo de
halos de inibi¢do nas fragdes separadas pela
CCD ou no ponto de aplicagdo da amostra
(FRANCO, 2005; VALGAS, 2002). A meto-
dologia da bioautografia pode ser separada
em trés etapas, duas preparativas (cromato-
grafia em camada delgada e a preparagdo dos
meios de cultura e microrganismos) e a pro-
pria bioautografia, como é descrito a seguir.

2.4.1 Cromatografia em camada delgada

Para realizagdo do ensaio, aplicou-se
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1,2 uL (0,5 mg/mL) do EEP na placa croma-
tografica de camada delgada. Procedeu-se,
entdo, a cromatografia, utilizando como fase
movel, uma solucao hexano: acetato de etila
(50:50). Apds a migragdo dos solventes, as
placas cromatograficas foram armazenadas
por 24 horas até a total volatilizacdo da fase
movel. Em seguida, foi aplicado 1,2 pL da
amostra de EEP abaixo do ponto de origem
da CCD, para observar se ha inibigdo dos
componentes do extrato total. Além disso,
foram aplicados as placas cromatograficas
1,0 mg/mL de amoxicilina para as cepas uti-
lizadas de E. coli, S. aureus, S. Chloraesius,
e 0,3 mg/mL de CEFEPIMA para P. aerugi-
nosa, como controle positivo. Para observar
crescimento microbiano, sem os EEP (bran-
co), procedeu-se a mesma metodologia,
criando um mesmo sistema, porém somente
com a mistura de solventes na placa de CCD,
sem a aplica¢do dos extratos.

2.4.2 Preparo do indculo

O meio de cultura utilizado foi o Agar
Mueller-Hinton. A concentragdo da suspen-
sao de microrganismos foi ajustada para a
concentragdo de 3x10°® UFC/mL pela escala
McFarland. Para cada 100 mL de meio de
cultura, foi inoculado 1 mL da suspensao de
microrganismo.

2.4.3 Bioautografia

Uma fina camada do meio de cultura
inoculado com o microrganismo foi adicio-
nada a placas de Petri, cobrindo seus fun-
dos. Em seguida, as placas cromatograficas,
contendo os extratos, foram sobrepostas e
cobertas com outra fina camada do meio de
cultura inoculado. O mesmo procedimento
foi realizado para todos os microrganismos.
As placas foram incubadas em estufa com
temperatura de 37°C, durante 24 horas, e os
ensaios foram realizados em triplicata. Apds
o tempo de crescimento dos microrganismos,

uma solucao de violeta INT (p-iodonitrote-
trazolium violet) foi adicionada, para melhor
visualizacdo dos halos de inibiciao (FALCAO,
2012; CHOMA; GRZELAK, 2011).

3 Resultados e discussao
3.1 Flavonoides

De acordo com a literatura, os flavonoi-
des possuem espectros de absor¢do carac-
teristicos no UV-VIS, determinados pelo
nucleo comum benzopirona, com dois maxi-
mos de absor¢ao (240-285 nm e 300-400 nm)
(JURD; GEISSMAN, 1956; MORAES, 2007).
O pico maximo de comprimento de onda,
para ambos os extratos, foi de 269,9 nm. As
maiores absorbancias foram de 0,2008 (para
a T. angustula) e de 0,4445 (para a S. bipunc-
tata), como mostra a figura 1. As curvas de
absor¢do obtidas assemelham-se aos espec-
tros de absor¢do de EEP de propolis de abe-
lhas da espécie Apis mellifera de Tucaman
e Jujuy, em estudo realizado na Argentina
(ISLA et al., 2005).

3.2 Polifendis totais

A partir das andlises dos teores de poli-
fendis totais dos EEP, expressos como acido
gélico, obteve-se 5,00% para a T. angustula
e 6,06% para a S. bipunctata. Os teores de
polifendis totais obtidos para a propolis das
abelhas T. angustula e S. bipunctata apresen-
taram valores semelhantes dos encontrados
por Funari e Ferro (2006), para trés amos-
tras de propolis que foram 7,39%, também
expressos em acido galico.

GONZALEZ et al. (2003) determina-
ram os teores de substancias fendlicas em
propolis, oriundos de diferentes regides da
Argentina por trés métodos colorimétricos
distintos, tendo encontrado os maiores valo-
res, para as analises em que se empregou o
reagente de Folin-Ciocalteu e o 4cido galico
como substancia de referéncia.
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Figura 1: Curva de absor¢do dos extratos etanolicos da prépolis (EPP) das abelhas S. bipunctata (Abs.: 0,4445,
\:269,9 nm) e T. angustula (Abs.: 0,2008, A: 269,9 nm)

Fonte: Os autores (2012).

3.3 Atividade antimicrobiana

O EEP da abelha Tubuna foi efetivo
frente aos microrganismos S. aureus (bactéria
gram positiva) e E. coli (bactéria gram nega-
tiva), gerando halo de inibi¢ao (figura 2). No
entanto, o EEP da abelha Jatai nao foi efetivo
frente aos microrganismos testados. Como

¢ possivel observar na figura 2, a ativida-
de antimicrobiana pode estar relacionada a
uma possivel acdo sinérgica dos constituin-
tes do EEP da Tubuna, visto que a formagao
do halo de inibicao ocorreu somente, onde a
aliquota do EEP foi aplicada sem a separagdo
dos compostos, ndo havendo formacgao de
halo nas fragoes isoladas do extrato.

i ;

A

Figura 2: Placas cromatograficas com indicador p-INT. Halo de inibi¢do nas aliquotas de EEP da abelha Tubuna
aplicadas posteriormente a corrida cromatografica (abaixo do ponto de origem) frente as bactérias S. aureus
(a) e E. coli (b)

Fonte: Os autores (2012).
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Os valores percentuais de polifendis
totais, obtidos pelo método adaptado de
Folin-Ciocalteu, podem explicar a atividade
antimicrobiana do EEP da abelha S. bipunc-
tata (6,06%).

Em estudo realizado por Farnesi (2007),
nao foi observada agdo antimicrobiana do
EEP da T. angustula e do EEP das abelhas S.
bipunctata em concentragdes de até 400 pg/
mL para os mesmos microrganismos testa-
dos neste estudo. Esses dados confirmam os
resultados encontrados para os EEP da Jatai,
porém diferem dos encontrados para o EEP
da Tubuna, o qual demonstrou atividade anti-
microbiana para os microrganismos E. coli e
S. aureus (FARNESI, 2007). Essa diferenga nos
resultados de atividade antimicrobiana pode
ser explicada pela diferenca na composi¢io
quimica da prépolis, uma vez que fatores geo-
graficos, sazonais e climaticos podem exercer
influéncia sobre as plantas que sdo fontes des-
sa substancia (CHENG; WONG, 1996).

4 Conclusao

O EPP da abelha S. bipunctata apresen-
tou potencial antimicrobiano para E. coli e S.
aureus, diferentemente do EEP da abelha T.
angustula, o qual ndo foi efetivo frente aos
microrganismos testados nas concentragdes
estudadas. Portanto, concluiu-se que o maior
teor de compostos fenolicos, encontrados
para o EEP da abelha Tubuna, pode justifi-
car sua major atividade antimicrobiana. A
formagdo de halo de inibi¢do ocorreu apenas
onde o EEP foi aplicado, ndo estando pre-
sente nas fracdes isoladas do EEP da abelha
Tubuna. Dessa forma, esses resultados refle-
tem que a atividade encontrada pode estar
relacionada a uma possivel acdo sinérgica
dos constituintes do extrato.
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