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RESUMO

Os compostos bioativos presentes nos extratos de propolis conferem propriedades
antimicrobianas e antioxidantes a esses produtos. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi
realizar a caracterizac¢ao fisico-quimica e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de
propolis verdes de Apis mellifera e de abelhas sem ferrdo, incluindo mandacaia (Melipona
quadrifasciata), jatai (Tetragonisca angustula), hebord (Tetragona clavipes) e tubuna
(Scaptotrigona bipunctata), produzidos nas regides Centro-Oeste e Sul do Brasil. Para isso,
foram obtidas 11 amostras, sendo 9 extratos de propolis comerciais (4 verdes do Distrito
Federal, 1 mandacgaia do Rio Grande do Sul e 1 mandagaia do Distrito Federal, 1 jatai do
Distrito Federal, 1 hebora do Distrito Federal e 1 tubuna do Rio Grande do Sul) e 2 amostras
de propolis in natura (mandacaia de Santa Catarina e jatai do Parand) que obtiveram seus
extratos preparados no laboratorio. As analises fisico-quimicas foram determinadas pelo teor
de extrato seco, compostos fenolicos e atividade antioxidante pelos métodos DPPH (2,2-difenil-
1- picril-hidrazil) e ABTS (2,2 azinobis-3-etilbenzolina-6-acido sulfonico). A atividade
antibacteriana foi determinada por ensaio de disco-difusdo, determinagao da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Observou-se que 7
amostras (63,63%) apresentaram teor de extrato seco acima de 11% e 4 amostras comerciais
(36,36%) apresentaram quantidades inferiores a 11%, estando em desacordo com a legislagao
brasileira. Todos os extratos de propolis verdes apresentaram valores de compostos fenolicos
acima de 0,50%, estando de acordo com a legislacdo brasileira. Em relacdo as amostras das
abelhas sem ferrdao houve bastante varia¢do nos valores de compostos fenolicos (0-2,66%). No
Brasil ainda ndo ha uma regulamentacdo oficial sobre os valores minimos de compostos
fenolicos e atividade antioxidante para os extratos de propolis das abelhas sem ferrdo. Os
extratos de propolis com os maiores valores de compostos fenolicos apresentaram os maiores
valores de atividade antioxidante (amostra comercial verde 1 e hebord), mostrando uma
correlagdo positiva entre a quantidade de compostos fendlicos e a atividade antioxidante. No
ensaio de disco-difusdo, as amostras ndo apresentaram halos de inibi¢do contra as bactérias
Gram-negativas. Para as bactérias Gram-positivas, 3 amostras (27,27%) que foram jatai (Parana
e Distrito Federal) e tubuna nao apresentaram halos de inibi¢do e as outras 8 amostras (72,73%)
apresentaram halos de inibi¢do entre 19,0 e 49,0 mm. Para as bactérias Gram-positivas, a CIM
das amostras ficou entre 0,001 e 0,20 mg/mL, e a CBM entre 0,02 e 0,50 mg/mL e as maiores
atividades antimicrobianas foram obtidas para os extratos de propolis verdes (amostras 1, 2 e

3) e hebord. A amostra mandacaia (amostra 5) também se destacou tendo uma eficiente



atividade antimicrobiana. Para as bactérias Gram-negativas, a CIM dos extratos de propolis
ficou entre 0,03 ¢ 0,20 mg/mL e a CBM entre 0,15 ¢ 0,50 mg/mL. Nesse estudo, ficou evidente
que niveis muito baixos de compostos fenolicos e atividade antioxidante prejudicaram a
atividade antimicrobiana dos extratos de propolis tubuna e jatai. Outro resultado notério foi que
os extratos de propolis das abelhas nativas mandagaia (amostra 5) e hebora obtiveram atividade
antimicrobiana comparavel aos extratos de propolis verdes (amostras 1, 2 e 3) e estas foram as

melhores atividades antibacterianas do estudo.

Palavras-chave: Bactérias Gram-Negativas; Bactérias Gram-Positivas; Compostos Fenolicos;
Ensaio da Capacidade Antioxidante de Equivaléncia Trolox; Testes de Sensibilidade

Microbiana.



ABSTRACT

The bioactive compounds present in propolis extracts confer antimicrobial and antioxidant
properties to these products. Therefore, the aim of this study was to perform the
physicochemical characterization and evaluate the antimicrobial activity of green propolis
extracts from Apis mellifera and from stingless bees, including mandacaia (Melipona
quadrifasciata), jatai (Tetragonisca angustula), hebord (Tetragona clavipes), and tubuna
(Scaptotrigona bipunctata), produced in the Midwest and Southern regions of Brazil. For this
purpose, 11 samples were obtained, comprising 9 commercial propolis extracts (4 green from
the Federal District, | mandagaia from Rio Grande do Sul and 1 mandagaia from the Federal
District, 1 jatai from the Federal District, 1 hebora from the Federal District and 1 tubuna from
Rio Grande do Sul) and 2 samples of raw propolis (mandacaia from Santa Catarina and jatai
from Parand) which were prepared into extracts in the laboratory. Physicochemical analyses
were determined by the content of dry extract, phenolic compounds, and antioxidant activity
by the DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS (2,2-azinobis-3-ethylbenzoline-6-
sulfonic acid) methods. The antibacterial activity was determined by disk diffusion assay,
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) determination, and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC). It was observed that 7 samples (63.63%) had a dry extract content above
11%, while 4 commercial samples (36.36%) had quantities below 11%, thus not complying
with Brazilian legislation. All green propolis extracts showed phenolic compound values above
0.50%, complying with Brazilian legislation. Regarding the stingless bee samples, there was
considerable variation in phenolic compound values (ranging from 0 to 2.66%). In Brazil, there
is still no official regulation regarding minimum values of phenolic compounds and antioxidant
activity for propolis extracts from stingless bees. The propolis extracts with the highest phenolic
compound values also exhibited the highest antioxidant activity (green commercial sample 1
and hebora), showing a positive correlation between the concentration of phenolic compounds
and antioxidant activity. In the disk diffusion assay, the samples did not show inhibition zones
against Gram-negative bacteria. For Gram-positive bacteria, 3 samples (27.27%) that were jatai
(Parana and Federal District) and tubuna did not exhibit inhibition zones, while the other 8
samples (72.73%) showed inhibition zones ranging from 19.0 to 49.0 mm. For Gram-positive
bacteria, the MIC of the samples ranged from 0.001 to 0.20 mg/mL, and the MBC ranged from
0.02 to 0.50 mg/mL. The highest antimicrobial activities were obtained for green propolis

extracts (samples 1, 2 and 3) and hebora. The mandacaia (sample 5) also stood out for its



efficient antimicrobial activity. For Gram-negative bacteria, the MIC of the propolis extracts
ranged from 0.03 to 0.20 mg/mL, and the MBC ranged from 0.15 to 0.50 mg/mL. In this study,
it became evident that very low levels of phenolic compounds and antioxidant activity impaired
the antimicrobial activity of the propolis extracts from tubuna and jatai. Another noteworthy
result was that the propolis extracts from the native bees mandacaia (sample 5) and hebora
exhibited antimicrobial activity comparable to that of green propolis extracts (samples 1, 2 and

3), and these were the samples with the best antibacterial activities in the study.

Keywords: Gram-Negative Bacteria; Gram-Positive Bacteria; Microbial Sensitivity Tests;

Oxygen Radical Absorbance Capacity; Phenolic Compounds.
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1 INTRODUCAO

A propolis é composta por uma mistura de pdlen e substancias resinosas e balsamicas
coletadas pelas abelhas de botdes, flores e exsudatos de plantas e misturada a secrecdes
salivares de abelhas (Brasil, 2001, Anexo VI). A prépolis brasileira € considerada uma rica fonte
de compostos bioativos com propriedades farmacoldgicas (Franchin et al., 2018, p. 50).

Os estudos com extratos de propolis mostraram efeitos terapéuticos como: atividade
antimicrobiana, capacidade antioxidante, anti-inflamatoria, antidiabética, imunomoduladora e
anticancerigena (Patel, 2016). A investigacdo de produtos naturais como a propolis com
atividade antimicrobiana tem atraido o interesse de muitos pesquisadores, motivados pelo
aumento da resisténcia bacteriana as drogas antimicrobianas tradicionais (Sforcin, 2016). Os
beneficios da propolis t€ém sido amplamente explorados em diversas areas da medicina como
um importante recurso na preven¢do, manejo e tratamento de doencas bucais e sistémicas
(Freires; De Alencar; Rosalen, 2016, p. 268).

Como a prépolis ¢ um produto apicola de origem vegetal, sua composi¢ao quimica e
atividade biologica dependem da especificidade da flora local, da época de colheita e da espécie
de abelha (Tomazzoli et al., 2015, p. 2). Duas abordagens tém sido comumente utilizadas para
determinar a origem botanica da propolis: a composicdo quimica comparativa através de
métodos cromatograficos (Freires; De Alencar; Rosalen, 2016, p. 268) e a analise palinologica®
(Bandeira; Novais, 2021). Assim, a propolis contém resinas vegetais, polen e outros fragmentos
de plantas que podem ser utilizados para a identificacdo de sua origem botanica (Jain ef al.,
2014, p. 79).

A origem botanica da propolis € usada para identificar marcadores quimicos e definir a
qualidade com base na concentragdo de componentes bioativos (Irigoiti et al., 2021, p. 299).
Porém, a existéncia de muitos tipos de propolis e os diversos processos de produgdo dificultam
a padronizagdo dos produtos comercializados (Contieri et al, 2022a, p. 8). Assim, a
determinagdo das caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de propolis como teor de extrato
seco, compostos fendlicos e as propriedades antioxidantes auxiliam na fixa¢do dos padroes de
qualidade da propolis e seus produtos derivados (Brasil, 2001).

Embora o Brasil seja o produtor exclusivo de propolis verde, o pais ndo ¢ um grande
desenvolvedor de tecnologia. O Brasil produz a maior quantidade de produtos e as melhores

matérias-primas do mundo, mas se destaca internacionalmente apenas na fase primaria da

! Palinologia € o estudo de esporos € grios de polen (Simpson, 2020).
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cadeia produtiva da propolis (De Oliveira et al., 2022). No Brasil, a analise de informagdes
extraidas de documentos de patentes até o ano de 2023, representado pelo Instituto Nacional de

Propriedade Industrial (INPI) foram encontrados 140 depositos com propolis (Brasil, 2024).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROPOLIS DE ABELHAS Apis mellifera

As abelhas presentes no Brasil, no geral, sdo um hibrido das abelhas europeias (Apis
mellifera mellifera, Apis mellifera ligustica, Apis mellifera caucasica e Apis mellifera camica)
com a abelha africana Apis mellifera scutellata. Assim, a apicultura brasileira tomou um novo
rumo com a introducdo da abelha africana (Apis mellifera scutellata) em 1956. Essas abelhas
escaparam de um apidrio experimental e passaram a se acasalar com as abelhas de raca europeia.
Os cruzamentos naturais com abelhas de origem europeia e africana formaram um hibrido
conhecido como abelha africanizada (Souza et al., 2016; Surek et al., 2021).

No inicio, a alta defensividade das abelhas africanizadas causou um grande problema
na administragao dos apidrios brasileiros e por isso muitos apicultores abandonaram a atividade.
Nos anos 70, a apicultura cresceu e se expandiu devido ao desenvolvimento de técnicas
adequadas de manejo das abelhas africanizadas (Souza et al., 2016). Embora a abelha
africanizada seja muito agressiva, ela possui a vantagem de ser muito produtiva (prépolis e
mel), inclusive em temperaturas mais baixas, além de ser resistente a doencas e a escassez de
alimentos (Trevisol et al., 2022).

O Brasil tem pelo menos treze tipos diferentes de propolis brasileiras de Apis mellifera
identificados (Franchin et al., 2018, p. 51). Primeiramente, Park, Alencar e Aguiar (2002)
classificou a origem botanica das propolis brasileiras em: propolis choupo (referente ao género
Populus L.), propolis marrom (quimicamente semelhante a arvore derivada de Hyptis) e
propolis verde (analoga a planta Baccharis dracunculifolia). Ap6s a identificagdo dos primeiros
12 tipos de propolis brasileiras, um novo tipo foi descrito em 2007, a propolis vermelha
(Alencar et al., 2007, p. 278).

Essas treze categorias estdo consolidadas cientificamente como tipos brasileiros de
propolis de A. meliffera, mas outras propolis brasileiras estdo sendo estudadas e poderdo ser
aceitas como novos tipos de propolis brasileiras (Franchin ef al., 2018, p. 52). Machado et al.
(2016a) descreveram a propolis amarela de origem botanica desconhecida proveniente do Mato
Grosso do Sul, cujos compostos principais foram a-amirina, f-amirina, ursadienol, lupenona e
oleanona. O ecossistema onde a propolis € coletada afeta diretamente
sua composi¢ado fitoquimica, uma vez que os principais componentes da propolis sdo materiais
coletados pelas abelhas (exsudatos, botdes apicais e folhas jovens) de géneros vegetais tipicos

de cada bioma (Franchin et al., 2023, p. 3).
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A partir da propolis marrom de fonte botanica Araucaria angustifolia, popularmente
conhecida como araucaria, nos estados do Parana e Santa Catarina, Tiveron et al. (2020) ¢
Santos et al. (2021) detectaram a presenca de alcool e aldeido coniferilico, lariciresinol,
secoisolariciresino, balajaponina D, pinoresinol, matairesinol, acido isocupressico, acido
13- epi -cupressico, epi -13-torulosol, acido transcomunico, 4&cido ciscomunico e acido
abiético.

Aldana-Mejia et al. (2021) estudaram a propolis vermelha de fonte botanica Dalbergia
ecastaphyllum, popularmente conhecida como marmeleiro da praia, nos estados de Sergipe e
Bahia e observaram a presenca de formononetina, liquiritigenina, calicosina, vestitol,
neovestitol, biochanina A, medicarpina, isoliquiritigenina e 7- O -metilvestitol.

A propolis verde de fonte botanica Baccharis dracunculifolia, popularmente conhecida
como alecrim do campo, contém acido cinamico, acido cafeico, acido fertlico e outros
compostos como drupanina (4cido 4-hidroxi-3-prenil cinamico) e acidos diterpénicos (Huang
etal.,2014). AFigura 1 demonstra os principais componentes quimicos encontrados na propolis

verde.

FIGURA 1 - Componentes quimicos representativos da propolis verde
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Fonte: (Huang et al., 2014, p. 19611).
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A propolis verde coletada no sudeste do Brasil e sua origem botanica primaria (B.
dracunculifolia ) também contém terpenos, incluindo sesquiterpenos volateis (espatulenol e
nerolidol) (Rodrigues et al., 2020). Outros compostos volateis foram identificados na prépolis
verde da regido de Minas Gerais, incluindo 2,3-diidrobenzofurano e acido 2,5-dimetil-y-
oxobenzenobutandico (Ribeiro et al., 2022). Costa et al. (2018) e Rodrigues et al. (2020)
caracterizaram os compostos artepillina C, bacarina, &cido p- cumdrico, drupanina,
aromadendrina e kaempferida na prépolis verde de B. dracunculifolia dos estados de Sao Paulo,
Minas Gerais e Parana.

No Rio Grande do Norte, Ferreira et al. (2017) identificaram na propolis verde de fonte
botanica Mimosa tenuiflora, os seguintes compostos: quercetina, kaempferol, dimetoxi-di-
hidroxichalcona, di-hidroxi-trimetoxiflavona. No bioma da Caatinga, Son, Ribeiro ¢ Bastos
(2022) comprovaram a presenga dos compostos santin, ermanin, éter 3-metilico de quercetina,
viscosina, axilarina, isokaempferida, kaempferida e tamarixetina na propolis verde de fonte
botanica Mimosa tenuiflora.

Embora a literatura atual n3o identifique os mecanismos que levam as abelhas a
reconhecerem os compostos, as coincidéncias nos componentes quimicos da propolis indicam
que as abelhas forrageiam ativa e seletivamente resinas vegetais contendo compostos bioativos,
particularmente compostos antimicrobianos (propriedades antibacterianas, antifungicas,
antiparasitarias e antivirais), para se protegerem contra patégenos e predadores (Tran et al.,

2020, p. 21).

2.2 PROPOLIS DE ABELHAS SEM FERRAO DO GRUPO Meliponini

As abelhas sem ferrdo pertencem a familia Hymenoptera e subfamilia Meliponinae e
estdo inseridas em uma das quatro tribos da familia Apidae (Apinini, Bombini, Euglossini e
Meliponini). As abelhas sem ferrdo, também conhecidas como abelhas indigenas, sdo nativas
de paises tropicais e subtropicais como o Brasil, que se diferenciam de outras areas geograficas
pela enorme diversidade floristica (Dos Santos et al., 2022, p. 1; Isidorov et al., 2022, p. 1). No
Brasil foram descritas mais de 242 espécies de abelhas sem ferrdo (Pedro, 2014, p. 349).

A espécie de abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata Lep. (conhecida popularmente
como mandagaia) ocorre ao longo da costa do Brasil, entre os Estados da Paraiba ao Rio Grande
do Sul, compreendendo entdo as regides Nordeste, Sudeste e Sul do pais (Santos et al., 2017,
Oliveira et al., 2015; Teixeira et al., 2017). A mandacgaia é uma espécie produtora de propolis

(Imagem 1) e mel e em relagdo a producdo de mel, cada colmeia das abelhas mandacaia
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consegue produzir de 2 a 3 litros de mel por ano, tornando-o um produto muito bem valorizado
(Brito et al., 2013).

Santos et al. (2017) identificaram no extrato de propolis de mandacgaia proveniente do
estado de Mato Grosso do Sul a composi¢ao quimica de compostos fendlicos, flavanonas e
terpenoides. Hochheim et al. (2020) verificaram em extratos de propolis de M. quadrifasciata
proveniente do estado de Santa Catarina, os compostos fenolicos e flavonoides como:

aromadendrina, dcido p-cumadrico, naringenina, catequina, epicatequina e pinocembrina.

IMAGEM 1 - Propolis de Melipona quadrifasciata (amostra 5)

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: Propolis mandagaia in natura proveniente de Santa Catarina, utilizada nos experimentos.

A espécie Tetragonisca angustula (Latreille), conhecida localmente como jatai, ¢ uma
das principais abelhas nativas sem ferrdo da regido Neotropical do continente americano (Vit;
Pedro; Roubik, 2013). O mel e a propolis das abelhas jatai (Imagem 2) sdo bastante estudados
pela comunidade cientifica por possuirem relevantes propriedades medicinais (Barreiras ef al.,
2020). Santos et al. (2017) analisaram os extratos obtidos da préopolis de T angustula e

observaram fendis, taninos, flavonas, flavonois, xantonas, esteroides e triterpenos.

IMAGEM 2 - Propolis de Tetragonisca angustula (amostra 8)
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: Propolis jatai in natura proveniente do Parand, utilizada nos experimentos.

No Brasil, a abelha Tetragona clavipes é encontrada nas regides sudeste e sul e nos
estados do Acre, Amapa, Amazonas, Bahia, Goids, Maranhao, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Para e Piaui (Moure, 2013). O nome mais popular dessa abelha ¢ Bora, derivado do termo
“hebora”, que em tupi significa “o que ha de ter (mel)”. Por serem abelhas que formam colonias
populosas, ¢ uma espécie que ha grande coleta e armazenamento tanto de mel quanto de
propolis em comparacdo com outras espécies de abelhas sem ferrdo (Imagem 3). Na Argentina,
em amostras de propolis de hebora, Isidorov et al. (2022) reportaram hidrocarbonetos
monoterpénicos, monoterpenoides, hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenoides,
alcoois alifaticos, acidos alifaticos, ésteres, aromaticos € outros compostos.

A espécie de abelha sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata, conhecida localmente como
tubuna, possui ampla distribui¢do geografica na Regido Neotropical (Américas do Sul e
Central) , incluindo Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru (Camargo; Pedro, 2013; Dallabona et al.,
2020, p. 1421). Cisilotto et al. (2018) apontaram presenca de alcaloides piperidinicos,
flavonoides C-glicosideos, acido diterpénico e triterpeno em extratos de propolis de tubuna em
Santa Catarina.

Os produtos das abelhas sem ferrdo como o mel e a propolis constituem um mercado
emergente em diversas partes do mundo, com a possibilidade de a meliponicultura ser praticada
em habitats florestais e territdrios que enfrentam as mais graves necessidades econdmicas e
sociais (Salatino et al., 2019, p. 27). Porém, apesar da grande diversidade de espécies de abelhas
sem ferrdo, relativamente poucos estudos investigaram e descreveram as propriedades quimicas

e farmacologicas desses produtos (Santos ef al., 2017, p. 9).
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IMAGEM 3 — Extratos de propolis comerciais verdes de Apis mellifera (amostras 1, 2, 3 ¢ 4),
de M. quadrifasciata (mandagaia amostra 7 e 6), de 7. angustula (jatai amostra 9), de Tetragona
clavipes (hebora amostra 10) e de Scaptotrigona bipunctata (tubuna amostra 11)

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: Extratos de propolis comerciais utilizados nos experimentos.

2.3. COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS PROPOLIS
BRASILEIRAS

A atividade antioxidante da préopolis € resultante, principalmente, da presenca de
compostos fendlicos e flavonoides em sua composicao (Da Silva ef al., 2018). A propolis, em
geral, ¢ considerada uma rica fonte de antioxidantes e por esse motivo, a atividade antioxidante
¢ frequentemente testada nos extratos de propolis (Popova; Trusheva; Bankova, 2021, p. 9).

A oxidagdo de sistemas biologicos, oriunda de processos metabolicos e fisioldgicos
normais produz radicais livres que se apresentam, principalmente, na forma de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio. Um desequilibrio a favor destes radicais livres diante dos mecanismos
antioxidantes dos sistemas bioldgicos gera uma condicdo de estresse oxidativo, que esta
associado a patogénese de muitas doencas. Devido a sua alta atividade antioxidante, supde-se
que a propolis possua efeitos benéficos contra doengas relacionadas ao estresse oxidativo,
reduzindo o efeito toxico dos radicais livres (Kurek-Gorecka et al., 2014).

O composto Artepillina C (4cido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico) ¢ um derivado
prenilado do 4cido p-cumarico considerado um marcador quimico da propolis verde brasileira
proveniente da planta B. dracunculiforia encontrada no Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,

sendo um dos seus principais componentes fenolicos biologicamente ativos (Machado et al.,
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2016b, p. 2). Ferreira et al. (2017) também reportaram atividade antioxidante em extratos
etanolicos da propolis verde de Mimosa tenuiflora proveniente da Bahia.

As propolis produzidas por diferentes espécies de abelhas sem ferrdo contém compostos
fenolicos como benzofenonas (Da Cunha et al., 2016a, p. 190), acidos fendlicos (De Souza et
al., 2013), taninos hidrolisaveis (Dutra et al., 2014) e flavonoides (Santos et al., 2017, p. 2).

Em Santa Catarina, Hochheim et al. (2019), Cisilotto ef al. (2018) e Santos et al. (2017)
identificaram em extratos de propolis de mandagaia os compostos fenolicos e flavonoides:
aromandrina, acido p-cumarico, naringerina, catequina, epicatequina, pinocembrina,
galoilglicosideos de 4cidos fendlicos, agliconas flavondides, acidos diterpenos, rutina,
quercetina, acidos fenolicos, sakuranetina e acidos galico.

Dos Santos et al. (2017) e Torres et al. (2018) descreveram quercetina, galocatequina e
acido galico em extratos de propolis de jatai proveniente de Santa Catarina. Piccinini et al.
(2021) identificaram nos extratos de propolis de tubuna os seguintes compostos fenolicos: acido
protocatecuico, acido cafeico, acido clorogénico, acido galico, acido p- cumarico, catequina,
kaempferol, quercetina e rutina.

Como a propolis € resinosa e precisa ser transformada em extrato antes do consumo, a
etapa de extracdo deve incluir métodos com alto rendimento e capazes de recuperar
os compostos bioativos (Patra; Abdullah; Pradhan, 2022). Com efeito, sabe-se que variagdes na
extracgdo, incluindo o tipo de solvente, condi¢cdes de temperatura, técnica de maceragao e tempo
influenciam na composi¢ao do extrato (Putnik et al., 2018).

As caracteristicas de qualidade da propolis dependem muito da fonte botinica e
dos métodos de extracao utilizados no seu processamento (Pu et al., 2023). Estudos sobre
componentes de propolis de abelhas sem ferrdo ainda sdo escassos, embora espécies de Apis

mellifera tenham sido amplamente relatadas (Pujirahayu; Suzuki; Katayama, 2019, p. 2).

2.4 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DAS PROPOLIS BRASILEIRAS

A propolis verde brasileira ¢ utilizada na medicina porque apresenta potencial para
estimular a funcdo imunolédgica e a cicatrizagdo de feridas, além de possuir propriedades
antimicrobianas e antioxidantes (Patel, 2016). Neiva et al. (2014) reportaram atividade anti-
inflamatoéria da propolis verde, com eficaz reducdo da secrecdo de quimiocinas pro-
inflamatorias induzidas por lipopolissacarideo (LPS) e fator de necrose tumoral o (TNF-a) em

células cultivadas.
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Takashima, Ichihara e Hirata (2019) mostraram que o extrato etandlico de propolis verde
apresentou um efeito neuroprotetor em cultura de células do hipocampo HT22. Os compostos
isolados da propolis verde como artepillina C, drupanina e kaempferida apresentaram atividade
gastroprotetora em camundongos (Costa et al., 2018, p. 86). Oliveira et al. (2014, p. 491)
mostraram que os compostos artepillina C e bacarina tiveram atividade antiproliferativa contra
células tumorais in vitro.

A propolis verde e alguns de seus componentes sdo responsaveis por matar células
bacterianas, interagindo com elas por meio de diferentes mecanismos (Almuhayawi, 2020).
Surek et al. (2021) reportaram que o extrato de propolis verde apresentou atividade
contra Staphylococcus aureus resistente & meticilina e Enterococcus faecalis. Assis et al.
(2022) relataram com extrato aquoso de propolis verde apresentando atividade antimicrobiana
contra as Dbactérias anaerobias causadoras de doencas bucais: Fusobacterium
nucleatum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia, Porphyromonas
gingivalis e Porphyromonas endodontalis.

A producao de propolis também € importante para muitas espécies de abelhas sem ferrao
e atua dentro do ninho como uma importante camada antimicrobiana (Leonhardt, 2017). Apesar
das diferengas quimicas, os diversos extratos de propolis de abelhas sem ferrao inibiram
efetivamente o crescimento de varias bactérias e fungos (Popova; Trusheva; Bankova, 2021, p.
9).

As propolis de Scaptotrigona jujuyensis e Tetragonisca fiebrigi inibiram a formagao de
biofilme de S. aureus (Brodkiewicz et al., 2018, p. 387). Experimentos com constituintes
individuais isolados das propolis de abelhas sem ferrdo mostraram atividade antibacteriana. O
composto a -mangostina isolado da prépolis de Tetragonula laeviceps inibiu o crescimento de
S. aureus resistente a meticilina, através da ruptura da  membrana citoplasmatica
bacteriana (Koh et al., 2013, p. 842). O composto ent -nemorosona isolado da propolis
de Melipona scutellaris exibiu acdo antibiofilme (Da Cunha ef al., 2016b, p. 31).

Viérios estudos descrevem que os extratos de propolis demonstram uma atividade
antibacteriana mais pronunciada contra bactérias Gram-positivas do que contra as Gram-
negativas e isso se deve a diferenca na composicao da parede celular entre os dois grupos de
bactérias (Almuhayawi, 2020; Przybytek; Karpinski, 2019). As bactérias Gram-positivas
apresentam parede celular com diversas camadas de peptideoglicanos, ou seja,
aproximadamente 90% da parede celular ¢ composta por esse polimero. Além disso, contém
acido teicdico, que consiste principalmente de um alcool (como o glicerol ou ribitol), fosfato e

proteinas (Madigan et al., 2016).
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As paredes celulares das bactérias Gram-negativas sao formadas por poucas camadas
de peptideoglicanos € uma membrana localizada externamente a camada de peptideoglicanos.
A membrana externa da parede celular das bactérias Gram-negativas ¢ formada por uma dupla
camada lipidica, possuindo uma camada interna composta basicamente por fosfolipidios e, uma
camada externa contendo lipopolissacarideos (LPS) e proteinas. Os LPS fornecem duas
caracteristicas importantes as bactérias Gram-negativas: a primeira € que a por¢ao
polissacaridica dos LPS, chamada polissacarideo O, atua como antigeno e ¢ ttil para diferenciar
as espécies de bactérias Gram-negativas; a segunda ¢ que esta molécula possui uma porgao
lipidica chamada de lipidio A, que ¢ toxica e denominada endotoxina, e ¢ um poderoso
estimulador das respostas imunes. O resultado desse conjunto ¢ uma membrana extremamente
assimétrica e capaz de repelir compostos hidrofébicos como os extratos de propolis (Kapoor et
al., 2017; Madigan et al., 2016).

Também foi demostrado em alguns estudos uma atividade antiviral das propolis de
abelhas sem ferrdo. A propolis de Scaptotrigona aff. postica apresentou atividade contra o virus
da rubéola (Coelho ef al., 2018, p. 95) e as propolis de Scaptotrigona postica e Melipona
quadrifasciata inibiram a replicacdo do virus Herpes Simplex (HSV-1) (Coelho et al., 2015, p.
7; Hochheim et al., 2019, p. 346).

Por esse motivo, a diversidade quimica de diferentes amostras de propolis também tem
o potencial de fornecer pistas valiosas para componentes ativos. Assim, a descoberta futura de
novos tipos de propolis de regides inexploradas ¢ importante com relacdo a descoberta de novos
compostos biologicamente ativos com efeitos farmacologicos importantes (Bankova et al.,

2019, p. 21).

2.5 BACTERIAS PATOGENICAS E INFECCOES BACTERIANAS

O campo da patogénese microbiana busca compreender como os agentes infecciosos
contribuem para eventos de doencas e esta na interse¢ao da microbiologia celular e molecular,
imunologia e fisiologia (Keller; Torres; Cadwell, 2020, p. 872).

Bacillus compreende um grande grupo de bactérias Gram-positivas, saprofitas,
formadoras de endosporos, em forma de bastonete, anaerobicas facultativas. Esse grupo
compreende pelo menos oito espécies estreitamente relacionadas: B. anthracis, B. cereus, B.
thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. citotoxico e B.
toyonensis (Liu et al., 2015, p. 1). A bactéria B. cereus € um contaminante comum em muitos

alimentos e tornou-se um dos dez principais responsaveis por surtos de origem alimentar em
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seres humanos (Rodrigo; Rosell; Martinez, 2021, p. 1). Em 2018, B. cereus esteve envolvido
em um total de 98 surtos relatados entre os estados membros da Unido Europeia. O impacto
desses numeros fica mais claro ao dizer que representaram 1,9% do total de surtos na Unido
Europeia, com 1.539 pessoas afetadas, com 111 hospitalizagdes e 1 morte (EFSA; ECDC, 2018)
e 200 estudantes foram afetados em surto em uma escola na China (Chen et al., 2019, p. 3).

Staphylococcus aureus, uma bactéria anaerdbica facultativa e Gram-positiva, ¢ uma
causa comum de intoxicacdes alimentares (Hulme, 2017), com forte adaptabilidade e
capacidade de tolerar uma ampla faixa de pH, temperatura e umidade (Huang et al., 2021, p.
1). As enterotoxinas estafilococicas produzidas por S. aureus sdo reconhecidas como agentes
etioldgicos de intoxicagdo alimentar no homem (Principato; Qian, 2014, p. 1472). Além de
doengas de origem alimentar, S. aureusé uma causa frequente de endocardite,
bacteremia, osteomielite e infecgdes da pele e tecidos moles (Turner et al., 2019, p. 203).
Kourtis ef al. (2019) reportaram um numero anual de 20.000 mortes devido a bacteremia por S.
aureus nos EUA. Assim, S. aureus ¢ uma causa comum de infec¢des tanto em hospitais quanto
na comunidade e tem um alto nivel de resisténcia a antimicrobianos (Ahmad-Mansour et al.,
2021, p. 1).

Streptococcus mutans € uma bactéria anaerobica facultativa Gram-positiva, considerada
o principal agente etiologico da cérie dentaria (Barma et al., 2021, p. 1). A carie dentéria ¢ a
doenga microbiana cronica mais comum que afeta os humanos (Samuel et al., 2020), sendo
definida como uma doenca oral infecciosa, dependente de formacao de biofilme e modulada
pela dieta (Steinberg; Friedman, 2017). S. mutans possui caracteristicas como causar
acidogenicidade e capacidade de se ligar tenazmente aos tecidos duros dentais através de
biofilmes (Banas; Drake, 2018, p. 1). Essa bactéria também tem possivel associagdo com
endocardite infecciosa subaguda (Tahmasebi et al., 2023, p. 14).

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa que causa infecgdes
nosocomiais de dificil tratamento, podendo ser fatais em individuos imunocomprometidos,
como pacientes infectados com HIV, céancer, pos-cirurgia ou queimaduras graves (Gale ef al.,
2015, p. 42; Gomila et al., 2018, p. 2). O tratamento das infecc¢des € dificultado pela capacidade
da P aeruginosa formar biofilmes que as protegem das tensdes ambientais circundantes,
impedem a fagocitose e, assim, conferem capacidade de colonizacdo e persisténcia a longo
prazo (Moradali; Ghods; Rehm, 2017, p. 6; Thi; Wibowo; Rehm, 2020). Além disso, P.
aeruginosa exibe adaptabilidade e alta resisténcia intrinseca aos agentes antimicrobianos

comuns (Pang et al., 2019, p. 177-178).
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Klebsiella pneumoniae ¢ uma bactéria patogé€nica Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriaceae que fermenta a lactose. Em meio agar, possui um fendtipo mucoide
conferido pela cépsula polissacaridica ligada a camada externa da membrana bacteriana
(Martin; Bachman, 2018, p. 2). Destaca-se a sua importancia devido ao seu aumento
desproporcional como agente causal de infecgdes de dificil tratamento, com envolvimento
muito variado: trato urinario, pulmdes, tecidos moles, ferida cirtirgica e sepse (Ashurst;
Dawson, 2019). A colonizagdo por K. pneumoniae esta implicada em doengas cronicas do trato
gastrointestinal, incluindo doenga inflamatoria intestinal e cancer colorretal (Kaur; Vadivelu;
Chandramathi, 2018). O Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas (ECDC) relatou
que em 2018 na Europa, 7,5% das cepas de K. pneumoniae isoladas de hemoculturas e liquido
cefalorraquidiano eram resistentes aos carbapenémicos (EFSA; ECDC, 2019).

Salmonella ¢ um género da familia Enterobacteriaceae, sendo assim, ¢ uma bactéria
Gram-negativa, ndo formadora de esporos, em forma de bastonete e anaerdbia facultativa
(Feasey et al., 2012, p. 2490). A bactéria pode ser transmitida através da via fecal-oral (Ford e?
al., 2016, p. 8). A salmonelose ocorre por Salmonella nao tifoide, ou seja, por todos os sorovares
da S. enterica, com excegdo dos sorovares Typhi e Paratyphi (hospedeiro-especificos dos seres
humanos). Os sorovares Enteritidis e Typhimurium, integrantes de Salmonela enterica subespécie
enterica, sdo considerados os de maior importancia para a saude publica e sdo os principais
responsaveis por causar gastroenterites em seres humanos (Antunes et al., 2016).

A espécie Salmonella enterica subespécie enterica também engloba os sorovares Typhi e
Paratyphi, causadores da febre tifoide e paratifoide, respectivamente. O quadro clinico da febre
tifoide inclui febre alta, dor abdominal difusa, dor de cabega, mal-estar e, as vezes, tosse.
Algumas complicagdes podem acontecer, como perfuracdo intestinal e ulceracdo do coélon
(Kumar; Kumar, 2017). Estima-se que ocorram 215.000 obitos por febre tifoide e paratifoide
globalmente por ano, apresentando taxa de letalidade <1%, entretanto, em contextos de areas mais
pobres, com grande concentracdo de populagao refugiada ou quando ndo ha agua tratada, a taxa
de letalidade da doenca pode aumentar, variando de 10-30% (CDC, 2017). Foi relatado no
Malawi que em 2014, 97% dos casos de infec¢do por S. Typhi eram multirresistentes (Feasey
etal.,2015,p.5; Wong et al., 2015, p. 636). Assim, observa-se uma resisténcia emergente entre
as espécies de Salmonella aos antimicrobianos (Crump et al., 2015, p. 914).

Escherichia coli é uma bactéria com um lugar especial no mundo da microbiologia, pois
¢ uma causa comum de infecgdes graves tanto em humanos quanto em animais (Poirel et al.,
2018, p. 1). A espécie E. coli é classificada como um bacilo Gram-negativo anaerobio

facultativo pertencente ao género Escherichia na familia Enterobacteriaceae (Riley, 2020, p.
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2). Os patétipos de E. coli diarreiogénica humana incluem: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), E.
coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) eE. coli difusamente
aderente. coli (DAEC) (Jesser; Levy, 2020, p. 2). E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) ¢
a principal causa de infecc¢ao do trato urindrio em todo o mundo e um agente critico de infecgao
da corrente sanguinea (Santos et al., 2023, p. 15). Atualmente, a transmissdo de E. coli virulenta
e resistente a antimicrobianos entre animais € humanos ¢ uma grande causa de preocupagao. A
espécie E. coli € um reservatorio importante de genes de resisténcia a antimicrobianos que pode
ser responsavel por falhas no tratamento de doencas infeciosas tanto na medicina humana
quanto na veterinaria (Poirel et al., 2018, p. 1-2).

A gestdo de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes afeta imensamente 0s
custos de saude e tornou-se um importante modificador das despesas de satde na atual crise de

resisténcia aos antimicrobianos (Rossolini et al., 2014, p. 57).

2.6 MECANISMOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A resisténcia bacteriana refere-se a habilidade das bactérias em deter a eficicia de
agentes antibacterianos especificos, levando a tratamentos ineficazes, persisténcia de infec¢oes
e potencial transmissdo dessa caracteristica para outras bactérias (WHO, 2020). A propagacao
global da resisténcia antimicrobiana (RAM) € uma séria ameaga a satide publica global. ARAM
ndo sO causa um encargo econdmico crescente nos cuidados de saude, como também aumenta
a morbidade e a mortalidade (Zhu; Huang; Yang, 2022, p. 735).

A RAM ocorre naturalmente como uma reacao de organismos microbianos ao meio
ambiente. No entanto, a resisténcia adquirida em contextos clinicos ¢ impulsionada pela intensa
exposicao aos antimicrobianos em cuidados de saide (Munita; Arias, 2016). O relatorio da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) revela altos niveis de RAM em bactérias que causam
sepse, além do aumento da RAM em vdrias bactérias que causam infecgdes comuns entre a
populagdo (OMS, 2022, p. IX).

A resisténcia aos antimicrobianos pode surgir tanto de mutagdes no genoma de uma
bactéria quanto pela incorporagdo de um gene de resisténcia estranho através da aquisicdo de
plasmideos ou transposons de outras bactérias (Larsson; Flach, 2022, p. 257). Os plasmideos sao
fragmentos de DNA circulares extracromossomicos e autorreplicativos € os transposons sao

segmentos de DNA que podem se mover de um local para outro do cromossomo das bactérias

(Holmes et al., 2016).

39


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotic-resistance

Os genes de resisténcia aos antimicrobianos podem ser transferidos entre os
microrganismos de maneira vertical, quando os genes sdo passados para seus descendentes por
meio da reprodugdo, ¢ de maneira horizontal, quando os genes s3o passados lateralmente para
outros microrganismos. A disseminacao de genes de resisténcia aos antimicrobianos dentro e
entre espécies bacterianas ¢ alcancado essencialmente de maneira horizontal por trés
mecanismos genéticos principais: transformacdo, transducdo e conjugagdo (Figura 2)

(Burmeister, 2015, p. 193; Blokesch, 2016, p. R1126; Zhou; Beltran; Brito, 2021, p. 8).

FIGURA 2 — Mecanismos de transferéncia horizontal de genes bacterianos

Transformacao ‘)N\J

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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A transformacdo inclui a transferéncia de material genético para bactérias receptoras
competentes e sua incorporacdo no cromossomo por recombinacdo homologa (Li et al., 2019,
p. 2). A transdugdo utiliza bacteriéfagos como veiculos para a transferéncia de material genético
(Rolain et al., 2011, p. 2446). A conjugacao requer o contato direto entre bactérias doadoras e
receptoras, muitas vezes conseguido com a ajuda de apéndices/pili celulares especificos (Li ef
al., 2019, p. 2). A transferéncia de DNA por conjugacdo envolve mais frequentemente
elementos genéticos mdveis, como plasmideos, transposons e integrons (Babakhani; Oloomi,
2018). Um quarto mecanismo de transferéncia horizontal recentemente descoberto ¢ a

transferéncia de plasmideos através de vesiculas extracelulares liberadas pela membrana ao
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meio externo (Figura 3) e foi descrito para Acinetobacter baumannii e E. coli (Tran; Boedicker,

2017, p. 5; Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019).

FIGURA 3 — Transferéncia genética mediada por vesiculas

GENE DE
TRANSFERENCIA

PLASMIDEO

VESICULA
DOADOR EXTRACELULAR RECEPTOR

Fonte: (Autoria propria, 2024).

A conjugagdo € provavelmente o mecanismo mais eficiente e relevante de disseminagao
de genes de resisténcia aos antimicrobianos entre patdgenos bacterianos clinicamente
importantes (Munita; Arias, 2016; Soucy; Huang; Gogarten, 2015). Os plasmideos permitem a
disseminagdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos para uma ampla gama de hospedeiros
(Johnston et al., 2014). Os integrons frequentemente carregam multiplos genes de resisténcia
que estdo localizados em elementos genéticos méveis, como plasmideos e transposons. Essas
estruturas genéticas contribuem fortemente para a disseminacdo de multiplos genes de
resisténcia aos antimicrobianos no ambiente e no contexto clinico (Kaushik et al., 2019, p. 679).

Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos incluem principalmente a inativagao
enzimatica de medicamentos, alteracdo do alvo do medicamento, alteracdes na permeabilidade
da membrana externa e efluxo ativo de compostos antimicrobianos (Zhu; Huang; Yang, 2022,
p. 738). Recentemente, foi sugerido que a regulagdo epigenética desempenha um papel
importante na formacdo de RAM (Riber; Hansen, 2021, p. 191). Entao, a persisténcia da RAM
também ¢ fortemente apoiada por uma variedade de eventos fisioldgicos alterados que sdo

causados pelos antimicrobianos, tais como distirbios do metabolismo celular (Hong et al.,
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2019, p. 10065; Volzing; Brynildsen, 2015; Yang et al., 2017, p. 758; Zampieri et al., 2017, p.
1215).

Em 2024, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) publicou o documento Global
Priority Pathogens List reconhecendo as bactérias ameagadoras a saude publica e listadas em
niveis de prioridade para pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos. O nivel critico
compreendeu os microrganismos: Enterobacter spp. (resisténcia aos carbapenémicos e as
cefalosporinas de terceira geragdo), Acinetobacter baumannii (resisténcia a carbapenemicos) €
Mycobacterium tuberculosis (resisténcia a rifampicina). Para o nivel alto relacionou-se
Salmonella Typhi (resisténcia a fluoroquinolonas), Salmonella spp. (resisténcia a
fluoroquinolonas), Enterococcus faecium (resisténcia a vancomicina), Pseudomonas
aeruginosa (resisténcia aos carbapenémicos), Salmonella Nao-Typhi (resisténcia a
fluoroquinolonas), Neisseria gonorrhoeae (resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao e
fluoroquinolonas) e Staphylococcus aureus (resisténcia a meticilina). E para o nivel médio
listou-se Streptococcus Grupo A (resisté€ncia aos macrolideos), Streptococcus pneumoniae
(resisténcia aos macrolideos), Haemophilus influenzae (resisténcia a ampicilina) e
Streptococcus Grupo B (resisténcia a penicilinas) (OMS, 2024).

Assim, nos ultimos anos, o desafio da resisténcia antimicrobiana em populacdes
bacterianas tem se intensificado, especialmente no ambito das infecgdes hospitalares. Diante
desse cenario, a questio da RAM ressalta a urgéncia na busca por novos compostos
antimicrobianos, abrindo portas para novas abordagens terapéuticas (Aslam et al., 2018). Os
produtos naturais, sozinhos ou combinados com outros agentes antimicrobianos, sdo de
interesse clinico principalmente devido ao potencial para o desenvolvimento de novos
medicamentos, tanto para retardar o surto de resisténcia bacteriana como para diminuir os seus
impactos (Freitas et al., 2022, p. 2734). Neste contexto, a propolis emerge como um produto
natural de destaque, demonstrando atividade antimicrobiana que pode ser aproveitada como

agente bactericida e antisséptico em diversas formulagdes farmacéuticas.
2.7 LEGISLACAO BRASILEIRA ENVOLVENDO PROPOLIS

No Brasil, a Instrugdo Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001, do Ministério da
Agricultura e Pecuaria (Brasil, 2001) normatiza os regulamentos técnicos de identidade e
qualidade de apitoxina, cera de abelha, geleia real, geleia real liofilizada, polen apicola, propolis
e extrato de propolis de origem de abelhas Apis mellifera. O Quadro 1 apresenta os critérios de

padrao de qualidade para extratos de propolis de abelhas Apis mellifera.
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QUADRO 1 - Requisitos fisico-quimicos para extratos de propolis de abelhas Apis mellifera

estabelecidos pela legislagdo brasileira

Requisitos fisico-quimicos Especificacao
Extrato seco Minimo de 11% (m%v)
Cera Maximo 1% do extrato seco (m/m)
Compostos flavonoides Minimo 0,25% (m/m)
Compostos fenolicos Minimo 0,50% (m/m)
Atividade de oxidagao Miéximo 22 segundos
Teor alcoodlico Miéximo de 70°GL (v/v)
Metanol Maximo 0,40 mg/L
Espectro de absorcdo de Radiagdo UV Extrato de propolis deve apresentar picos
visivel caracteristicos das principais classes de
flavonoides entre 200 nm e 400 nm
Acetato de chumbo Positivo
Hidréxido de sodio Positivo

Fonte: (Brasil, 2001, p. 20-21).

Legenda: % - porcentagem; m%yv — porcentagem massa por volume; m/m — massa por massa; °GL - grau Gay-
Lussac; v/v — volume por volume; mg/L — miligramas por litro; UV — ultravioleta; nm — namdmetros.

O contetdo de extrato seco (ou conteudo de residuo seco) € o parametro que quantifica
a concentracdo de solidos soluveis extraidos da propolis por um determinado solvente. O teor
de extrato seco minimo de 11% (m%yv) em extratos alcodlicos de propolis significa que o extrato
foi elaborado com no minimo 30% de propolis in natura (Barreto et al., 2020, p. 42). Para a
propolis verde brasileira e abelhas sem ferrdo, os valores de extrato seco sdo determinados pela
legislacdo (Brasil, 2001). A International Organization for Standardization (ISO 24381:2023)
Bee propolis — Specifications também estabelece extrato seco minimo de 30% em extratos
etandlicos para extratos de propolis marrom, verde e vermelha de abelhas Apis Mellifera.

A legislagdo recomenda ao menos 0,5% de compostos fenolicos em extratos de propolis
comercializados. A atividade biologica da propolis deriva dos constituintes de sua resina
vegetal, e a maior parte deles sdo substancias fendlicas (Salatino; Salatino; Negri, 2021, p.
1076). A literatura sugere que os compostos fendlicos da propolis sdo mais bem extraidos com
etanol (Contieri et al., 2022b, p. 3). E importante ressaltar que, em relagio ao teor de fendlicos
totais da propolis, a comparacao dos dados entre os estudos ¢ dificil porque ndo existe um

padrao consensual para a curva de calibracdo (4cido gélico, acido cafeico, clorogénico)
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(Bankova ef al., 2019, p. 28). Embora a legislagdo brasileira exija as andlises de fenolicos e
antioxidante para se determinar a qualidade da prépolis, ainda ndo hd metodologia padronizada
que corrobore legalmente os varios tipos de propolis brasileiras.

A ISO 24381:2023 cita duas padroniza¢des metodologicas para compostos fendlicos
totais utilizando Folin para diferentes tipos extratos de propolis. Referente ao uso de acido
galico, o minimo estabelecido ¢ de 10% para propolis marrom e 7% para as propolis verde e
vermelha. Ao utilizar galangina, o minimo ¢ de 17% para prépolis marrom e 12% para as
propolis verde e vermelha. De acordo com o State All-Union Standard 28886-90 “Propolis
Specifications” da Russia, um dos indicadores de naturalidade e qualidade da propolis € o
conteudo total de compostos fendlicos. A fragdo de massa de compostos fenolicos ndo deve ser
<25% na propolis.

A criagdo e a comercializagdo de colonias de abelhas nativas estdo sujeitas a
instrumentos normativos federais e estaduais, sendo que, até pouco tempo, ndo havia legislagdo
especifica para a manutengdo desses insetos sociais (Koser; Barbiéri; Francoy, 2020, p. 182).
Apesar de o mel de abelhas nativas ser encontrado a venda em comércios locais, a
comercializacdo desses produtos ¢ dificultada por ndo haver parametros de qualidade
adequados para o mel e a propolis das abelhas nativas, devido as suas caracteristicas exclusivas
e divergentes dos produtos de Apis mellifera (Koser; Barbiéri; Francoy, 2020, p. 185). Além
disso, a propria variabilidade de caracteristicas que as abelhas nativas exibem, mesmo sendo
criadas no mesmo local, ¢ indicativo de que a legislacdo deve estabelecer parametros para cada
uma das espécies (Biluca et al., 2016, p. 61; Duarte et al., 2018, p. 496).

As pesquisas sobre o controle de qualidade da propolis e especialmente a busca por
compostos bioativos especificos da propolis vem gradualmente ganhando destaque (Cui et al.,
2022, p. 2). Embora seja relativamente comum encontrar componentes semelhantes na propolis,
a propolis de diferentes continentes também tem suas classes quimicas caracteristicas. Em
propolis de abelhas os compostos isolados de flavonona, flavona e fenilpropanoides,
particularmente ésteres de fenilpropanoides, sdo frequentemente encontrados em regides
temperadas na Africa, América, Asia, Europa e Oceania (Tran ef al., 2020, p. 8).

Diferentes tipos de propolis sdo caracterizados por seus perfis quimicos distintos e
obviamente nao pode haver nenhum critério quimico uniforme para padronizagdo e controle de
qualidade a esse respeito. Critérios especificos baseados na concentracdo de metabolitos
secundarios bioativos devem ser formulados para tipos quimicos particulares de propolis

(Bankova et al., 2019, p. 30). Além disso, € escasso na literatura, estudos de padronizacdes de
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qualidade abordando as especificacoes fisico-quimicas em extratos de propolis de abelhas sem

ferrao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo realizar a atividade fisico-quimica e
antimicrobiana de extratos de propolis verdes de Apis mellifera e extratos de propolis de abelhas
sem ferrdo do grupo Meliponini, incluindo mandacaia (Melipona quadrifasciata), jatai
(Tetragonisca angustula), hebord (Tetragona clavipes) e tubuna (Scaptotrigona bipunctata),

produzidos nas regidoes Centro-Oeste e Sul do Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [Estabelecer as analises fisico-quimicas de determinagdo do teor de extrato seco,

compostos fendlicos totais e atividade antioxidante dos extratos de propolis;

e Realizar estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de propolis empregando ensaio
de disco-difusdo, determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da

Concentracdo Bactericida Minima (CBM).

46



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE PROPOLIS

As analises dos extratos de propolis foram realizadas no Laboratorio de Controle de
Qualidade, da Universidade de Brasilia, Faculdade de Ceilandia, Distrito Federal entre margo
de 2022 e margo de 2023. Ao todo 11 amostras de propolis brasileiras foram analisadas por
ensaios in vitro, sendo 4 amostras de propolis verdes (Apis mellifera), 3 amostras de propolis
de mandagaia (Melipona quadrifasciata), 2 amostras de propolis de jatai (7etragonista
angustula), 1 amostra de propolis de hebora (7etragona clavipes) e 1 amostra de propolis de
tubuna (Scaptotrigona bipunctata). Os extratos comerciais corresponderam a 9 amostras de
propolis (verde, mandagaia, jatai, hebord e tubuna), enquanto as 2 amostras de propolis in
natura de mandagaia e jatai tiveram seus extratos preparados no laboratorio. As amostras de
propolis brasileiras do estudo sdo origindrias de apiarios e melipondrios das regides Centro-
Oeste (Distrito Federal) e Sul do Brasil (Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). O Quadro
2 contém as informagdes das propolis de Apis mellifera e das propolis de abelhas sem ferrao do

estudo.

QUADRO 2 - Identificacdo das propolis verdes de Apis mellifera e das propolis de diferentes
abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini

Amostras de propolis Tipo de propolis Origem
1 Verde comercial Distrito Federal
2 Verde comercial Distrito Federal
3 Verde comercial Distrito Federal
4 Verde comercial Distrito Federal
5 Mandagaia in natura Santa Catarina
6 Mandagaia comercial Rio Grande do Sul
7 Mandagaia comercial Distrito Federal
8 Jatai in natura Parana
9 Jatai comercial Distrito Federal
10 Hebora comercial Distrito Federal
11 Tubuna comercial Rio Grande do Sul

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Os extratos etanolicos das amostras de propolis mandacaia (Santa Catarina) e jatai
(Parand) in natura foram preparados em conforme a Instru¢ao Normativa n° 3, de 19 de janeiro
de 2001 (Brasil, 2001), com extrato seco no minimo a 11,0% (p/v). Para isso, utilizou-se 100

mL de etanol (Dindmica® 96°GL) e 30 gramas de propolis in natura triturada através de
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maceracdo etanolica em gral e pistilo de porcelana. Apds a transferéncia do contetido para o
Erlenmeyer iniciou-se agitagdo mecanica (VERTEX TS-2000A) por 12 horas a temperatura
ambiente. O extrato macerado, entdo, foi filtrado em papel de filtro e posteriormente
acondicionado em frasco ambar. A Figura 4 mostra os procedimentos realizados para a obten¢ao

dos extratos etandlicos das propolis de mandagaia e jatai.

FIGURA 4 - Obtencao dos extratos das propolis de mandacaia (Santa Catarina) e jatai (Parand)

Proépolis mandacaia in natura  Prépolis jataiin natura

/N

agitacdo mecinica

Extratos de proépolis

B tnohca mandacaia (SC) e jatai (PR)

! | 12 horas

Fonte: (Autoria propria, 2024).

4.2 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

4.2.1 Teor de extrato seco

A metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008, p. 834) foi modificada
para a pesquisa de teor de extrato seco. Inicialmente pesou-se em balanga eletronica
(Weblaborsp S2202) o cadinho seco e vazio. Logo, 1 grama de extratos de propolis foram
pesados e os cadinhos com as amostras foram acomodados em estufa de secagem (Solidsteel
SSE-30L) a 105°C por 24 horas. Apds resfriamento no dessecador pesou-se novamente os
cadinhos. A secagem continuou até a obten¢ao do peso constante (Apéndice 1.1). Os resultados

do teor de extrato seco foram expressos em porcentagem (%).

48



4.2.2 Compostos fenodlicos totais

Os compostos fenolicos totais podem ser quantificados por espectrofotometria UV-Vis
com o uso do reagente Folin-Ciocalteu. O método ¢ baseado na reagdo do reagente quimico (ou
seja, tungsténio e molibdénio) com transferéncia de elétrons aos compostos fendlicos. Os
compostos fenolicos sdo oxidados a fenolatos pelo reagente em pH alcalino em uma solugdo
saturada de carbonato de sodio, resultando em um complexo azul de molibdénio-tungsténio e
podem ser medidos em 765 nm (Singleton; Rossi, 1965).

Para a quantificagdo do contetido fenolico total dos extratos de propolis empregou-se a
metodologia de Folin; Denis (1912). Os testes foram realizados em tubos de ensaio contendo
0,4 mL dos extratos de propolis diluidos (diluicdo de uma aliquota de extrato de prépolis em
agua destilada, ajustando a diluicdo adequada para cada tipo amostra), 0,5 mL do reagente
Folin-Ciocalteu (Dinamica®), 1,0 mL de solucdo de carbonato de sodio saturado e 8,1 mL de
agua destilada. Apds 30 minutos, realizou-se a leitura das amostras em espectrofotometro
(Hitach U-3900H) a 760 nm. O teor de compostos fendlicos totais foi determinado com o uso
da equagdo da reta obtida a partir da curva padrao preparada com acido tanico (Apéndice 1.2)
nas concentracdes de 0,02 mg; 0,04 mg; 0,06 mg; 0,08 mg e 0,10 mg. Os resultados do teor de

compostos fenolicos totais foram expressos em porcentagem (%).

4.2.3 Atividade antioxidante pelo método DPPH

O radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) foi obtido da Sigma-Aldrich Ltda (Sao
Paulo, Brasil). O método € baseado na captura do radical DPPH por antioxidantes, produzindo
um decréscimo da absorbéancia a 515 nm (Rufino et al., 2007, p. 1). Para determinar o potencial
antioxidante dos extratos de propolis pelo método DPPH, segundo Kim ef al. (2002), 0,1 mL
dos extratos de propolis diluidos foram transferidos para tubos de ensaio contendo 2,9 mL do
radical DPPH. A reagcdo durou 30 minutos em ambiente protegido de luz. A leitura da
absorbancia foi realizada a 517 nm em espectrofotdometro (Hitach U-3900H) aplicando etanol
(Dindmica®) como branco. A atividade antioxidante foi determinada com o uso da equagio da
reta obtida a partir da curva padrdo preparada com Trolox (Apéndice 1.3). Os resultados da

atividade antioxidante por DPPH foram expressos em mM TE (Trolox equivalente) /mg.

4.2.4 Atividade antioxidante pelo método ABTS
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O radical ABTS (2,2 azinobis-3-etilbenzolina-6-acido sulfonico) da Sigma-Aldrich Ltda
(Sao Paulo, Brasil) foi adquirido para a realizagdo do estudo. A base do ensaio ABTS/PP
(Persulfato de potédssio) é a interagdo entre um antioxidante € o cation radical ABTS™ pré-
gerado. A leitura se da entre 730-734 nm (Arnao, 2000, p. 419-420). O método de atividade
antioxidante por ABTS consistiu em transferir 20 uL dos extratos de propolis diluidos para
tubos de ensaio contendo 980 pL do radical ABTS (Re et al., 1999). A reacdo durou 6 minutos
em ambiente protegido da luz. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro
(Hitach U-3900H) a 734 nm, sendo utilizado etanol (Dindmica®) como branco. A atividade
antioxidante foi determinada com o uso da equacao da reta obtida a partir da curva padrao
preparada com Trolox (Apéndice 1.4). Os resultados da atividade antioxidante por ABTS foram

expressos em mM TE (Trolox equivalente) /mg.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATOS DE PROPOLIS

4.3.1 Preparo dos indculos bacterianos

Foram utilizadas cepas padrao de bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas para a
realizacdo das andlises da atividade antimicrobiana do estudo. As bactérias Gram-positivas
corresponderam as cepas de Bacillus cereus ATCC 14579, Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Streptococcus mutans ATCC 2517. As bactérias Gram-negativas foram cepas de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706, Salmonella
enterica ATCC 14028 e Escherichia coli ATCC 25922.

O preparo dos indculos com turbidez equivalente a 0,5 na escala McFarland (1,0x108
UFC/mL) foi realizado em caldo Luria Bertani (Kasvi), transferindo-se as colonias de bactérias
para tubos contendo caldo Luria Bertani e a turbidez do caldo foi ajustada entre 0,08 € 0,10 nm

em espectrofotometro (Hitach U-3900H) a 625 nm.

4.3.2 Ensaio por disco-difusiao

O protocolo de ensaio de disco-difusdo foi realizado conforme recomendacdo do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012, p. 9). Para a realiza¢dao do ensaio de
disco-difusdo foram feitos esfregacos uniformes dos indculos bacterianos pela técnica de
semeadura em superficie com o uso de al¢a de Drigalski em placas de agar Miiller-Hinton

(Himedia). Ap6s a secagem do inoculo, aplicou-se discos de papel de filtro no centro das placas
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de petri contendo 20 pL dos extratos de propolis. As leituras dos halos de inibi¢do do
crescimento microbiano (Apéndices 2.1 e 2.2) foram realizadas ap6s 24 horas de incubagdo em
estufa bacterioldgica (SSB-86L) a 37°C. As medidas do didmetro dos halos de inibi¢do do

crescimento bacteriano foram expressas em milimetros (mm).

4.3.3 Concentracao Inibitéoria Minima

A Concentracao Inibitoria Minima ¢ um método que quantifica o potencial
antimicrobiano de um agente frente a um determinado indculo bacteriano. A CIM ¢ definida
como a menor concentracdo de agente antimicrobiano capaz de inibir visivelmente o
crescimento de microrganismos, ou seja, esse agente antimicrobiano tem atividade
bacteriostatica (Kuper et al., 2009).

Para determinagdo da CIM, os in6culos bacterianos foram diluidos caldo Luria Bertani
na ordem de 1:150, resultando em uma concentracdo de 1,0x10® UFC/mL. Os extratos de
propolis foram diluidos em caldo Luria Bertani em diferentes concentragdes. Entdo, adicionou-
se em tubos estéreis 0,2 mL do inoculo bacteriano e 0,2 mL das diferentes concentracdes de
extratos de prépolis. Como controle positivo (com crescimento das bactérias) foi utilizado 0,2
mL do indculo bacteriano ¢ 0,2 mL de caldo Luria Bertani. Como controle negativo (inibi¢ao
do crescimento das bactérias) foi utilizado 0,2 mL do in6culo bacteriano e 0,2 mL de extrato de
propolis. Os testes foram realizados em duplicata. Os tubos foram incubados a 37°C por 18
horas.

Devido a baixa solubilidade dos extratos de propolis em meios aquosos, sua mistura em
caldo Luria Bertani acarretou solugdes leitosas, e consequentemente, a turbidez elevada das
amostras tornou inviavel os testes convencionais de CIM que usam a leitura da turbidez para
indicar o crescimento microbiano. Portanto, a determinagdo da CIM foi baseada no estudo de
Ristivojevi€ et al. (2018), no qual empregou-se o método colorimétrico da resazurina sodica
0,01% (p/v). A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) ¢ um corante azul que
pode ser irreversivelmente reduzido pelas oxidorredutases presentes em bactérias vivas a uma
substancia fluorescente e cor de rosa chamada resorufina, fornecendo uma medida quantificavel
direta da atividade metabolica bacteriana, podendo ser usada para determinar a CIM das
substancias antimicrobianas (Figura 5) (Sarker; Nahar; Kumarasamy, 2007, p. 323).

Posterior a incubagdo das diferentes dilui¢des dos extratos de propolis com os indculos
bacterianos, pipetou-se 10 pL da solugdo de resazurina (Exodo® cientifica) em 100 uL das

diluicdes. Logo, as visualizagdes dos resultados foram determinadas pela avaliagao
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colorimétrica em que a cor azul representou a inatividade bacteriana e a cor rosa, em virtude da
redugdo da resazurina para resorufina, indicou o crescimento de bactérias. Os resultados da
Concentragdo Inibitéria Minima dos extratos de propolis brasileiras para bactérias Gram-
positivas (Apéndice 2.3) e bactérias Gram-negativas (Apéndice 2.4) foram expressos em

mg/mL.

FIGURA 5 — Representacao colorimétrica da reagdo entre resazurina e os indculos bacterianos
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

4.3.4 Concentracao Bactericida Minima

A Concentracdo Bactericida Minima ¢ definida como a menor concentragcao de um
agente antimicrobiano necessaria para matar uma bactéria especifica, ou seja, esse agente
antimicrobiano tem atividade bactericida (Andrews, 2001, p. 5; Sabrah; Yassen; Gregory, 2013,
p. 1386).

O método foi realizado utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015, p. 25). Para determina¢ao da CBM, os in6culos bacterianos
foram diluidos caldo Luria Bertani na ordem de 1:150, resultando em uma concentracao de
1,0x10% UFC/mL. Os extratos de propolis foram diluidos em caldo Luria Bertani em diferentes
concentracoes. Entdo, adicionou-se em tubos estéreis 0,2 mL do indculo bacteriano ¢ 0,2 mL
das diferentes concentragdes de extratos de propolis. Como controle positivo (com crescimento
das bactérias) foi utilizado 0,2 mL do indculo bacteriano e 0,2 mL de caldo Luria Bertani. Como

controle negativo (inibi¢do do crescimento das bactérias) foi utilizado 0,2 mL do indculo
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bacteriano e 0,2 mL de extrato de propolis. Os testes foram realizados em duplicata. Os tubos
foram incubados a 37°C em estufa bacteriologica (SSB-86L) por 18 horas.

Ap0s a incubacdo, as diluigdes foram plaqueadas em &gar Muller-Hinton (Himedia) e
incubadas a 37°C por 18-24 horas. A CBM foi determinada na menor concentracao dos extratos
de propolis onde ndo foram observadas col6nias nas placas. Os resultados da Concentracdo
Bactericida Minima dos extratos de propolis brasileiras para bactérias Gram-positivas
(Apéndice 2.5) e bactérias Gram-negativas (Apéndice 2.6) foram expressos em mg/mL.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrao das analises fisico-
quimicas e microbioldgicas em duplicata. A significancia estatistica foi fixada em p<0,05, o
teste ANOVA foi utilizado para avaliar as diferengas nos valores das médias, e a comparagao
entre as médias foi feita utilizando o teste de Tukey. Os dados foram analisados com uso do

software STATISTICA®, versio 10.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS DOS EXTRATOS DE PROPOLIS

Os resultados das andlises fisico-quimicas dos extratos de propolis verdes de Apis

mellifera e dos extratos de propolis das abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini estao

apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Analises fisico-quimicas dos extratos de propolis verdes de Apis mellifera e dos

extratos de propolis de abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini

Amostras Extratos de propolis Extrato Seco  Compostos DPPH
(%) Fendlicos = (mM TE /mg)
(%)

ABTS
(mM TE /mg)

Extratos de propolis verdes de Apis mellifera

1 Verde comercial DF 17,08+0,00 a 2,89+0,81a 101,63+x1,42a 256,80+14,14 a
2 Verde comercial DF 12,71+0,04 b 2,06£0,16 b  92,75+£2,04b  184,50+33,83 b
3 Verde comercial DF 7,99+0,56 ¢ 2,13£0,09b  84,05+0,16 ¢ 161,60+27,47 ¢
4 Verde comercial DF 1,84+0,00 d 1,76£0,07b  80,48+0,45d  151,19+25,44d
Extratos de propolis de abelhas sem ferrao do grupo Meliponini
5 Mandacaia in natura SC 12,09+2,06 b 0,73£0,07 ¢ 22,25+0,02 ¢ 42.33+7.45 ¢
6 Mandacaia comercial RS 15,54+0,58 a  2,56+0,13a  69,17£2,97f  127,21£29,67 f
7 Mandacaia comercial DF 2,56£0,43 ¢ 0,88+0,02 ¢ 17,14+0,38 g 35,3244,54 ¢
8 Jatai in natura PR 12,43+0,19b n 0,20+0,04 h 2,22+0,14 h
9 Jatai comercial DF 2,61+0,48 ¢ n 0,12+0,03 h 1,88+0,39 h
10 Hebora comercial DF 29,56£0,27b  2,66+0,01 a 162,53+36,411 424,02+12,73 i
11 Tubuna comercial RS 24,07+0,14 b n 0,47+0,12 h 0,54+0,03 h

Fonte: (Autoria propria, 2024). (Estatistica obtida com uso do Sofiware STATISTICA® versdo 10.0).

Legenda: DF — Distrito Federal; SC — Santa Catarina; RS — Rio Grande do Sul; PR — Paran4; n - ndo detectado.
Atividade antioxidante em equivalente em Trolox (TE), expressa em milimolar por miligrama de amostra
(mM/mg). Os resultados foram expressos como média de analises em duplicata + desvio padrdo. As médias na
mesma coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes a p<0,05 conforme o teste de Tukey.

A legislagdo brasileira (Brasil, 2023) define que o extrato de propolis etandlico deve ter
no minimo 11% (m/v) de extrato seco e essa informagao costuma ser declarada no rétulo dos
produtos comerciais. Essa concentragdo indica que o extrato foi elaborado com no minimo 30%

(p/v) de propolis in natura. Observou-se que 7 amostras (63,63%) apresentaram teor de extrato
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seco acima de 11% e 4 amostras (36,36%) (propolis verdes amostras 3 e 4 e propolis de abelhas
sem ferrdo amostras 7 e 9) apresentaram quantidades inferiores a 11% de extrato seco. Os
extratos de propolis verde (amostra 4), mandagaia (amostra 7) e jatai (amostra 9) com os
menores teores de extrato seco (1,84-2,61%) eram do mesmo fabricante. Os resultados de
extrato seco do estudo demonstrados com os extratos de propolis verde de abelhas Apis
mellifera (amostras 1 e 2) e extratos de propolis de abelhas sem ferrdo (amostras 5, 6, 8, 10 e
11) apresentaram diferenca estatistica significativa.

Contieri et al. (2022a) reportaram valores de extrato seco entre 10,07% e 24,21% em 8
amostras de extratos etandlicos de prépolis verdes da regido Sudeste do Brasil. Os autores
sugeriram que ndo existe um controle de qualidade eficiente dos extratos de prépolis
comercializados no Brasil. Nascimento et al. (2018) avaliaram quatro extratos comerciais de
propolis marrom e vermelha produzidos na regido Nordeste do Brasil. Os resultados mostraram
teores de extrato seco de 4,32%, 6,22%, 12,57% para os extratos de propolis marrom e 13,69%
para o extrato de propolis vermelha.

A recente atualiza¢do da legislacao brasileira (Brasil, 2023) foi um avango para os
meliponicultores no sentido de regularizar a produ¢do dos produtos apicolas das abelhas sem
ferrdo, incluindo a propolis. No entanto, essa legislacdo também inclui os produtos apicolas de
Apis mellifera estabelecendo com detalhes as normas higiénico sanitarias e tecnoldgicas para
os estabelecimentos produtores apicolas, porém detalhou pouco os critérios de qualidade aos
extratos de propolis. A legislacdo apenas citou o minimo de 11% em extrato seco e dos extratos
produzidos com dalcool acima de 70% ndo se destinar ao consumo alimenticio, mas com
permissao para serem usados para outros fins.

A Instrugdao Normativa n° 3, de 19 de janeiro de 2001 (Brasil, 2001) define os critérios
de qualidade da propolis de Apis mellifera e dos seus extratos, e estabelece valores minimos de
teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Portanto, no Brasil ainda ndo ha
uma regulamentacao oficial para os valores minimos de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante para os extratos de propolis das abelhas sem ferrdo.

Os extratos etanolicos de propolis de Apis mellifera devem conter, no minimo, 0,50%
de compostos fenolicos (Brasil, 2001). Todos os extratos de propolis verdes de Apis mellifera
do estudo apresentaram valores de compostos fendlicos acima de 0,50%, e com devida
relevancia as amostras de extratos propolis verdes de Apis Mellifera e extratos de propolis de
abelhas sem ferrdo (mandagaia amostra 6 e hebord amostra 10) por exibirem diferenca
estatistica significativa em relagdo aos demais extratos. A propolis verde se destaca pelo alto

teor de compostos fendlicos, composicao essa atribuida a sua origem botanica principal. A
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origem botanica primaria desse tipo de propolis sdo os botdes apicais e as folhas jovens de
Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae), popularmente conhecida como “vassourinha do
campo”, espécie nativa amplamente difundida no bioma Cerrado (Berretta et al., 2017;
Rodrigues et al., 2020).

A propolis verde brasileira difere da propolis europeia e chinesa por ter maior teor de
compostos fenolicos totais e menor teor de flavonoides. Essa diferenca de composicdo revela a
colecdo de material resinoso em zonas temperadas, especialmente espécies de Populus,
popularmente chamado de Alamo ou Choupo (Berretta et al., 2017). Na China sugere-se 0
conteudo total de flavonoides como padrdo de referéncia para sua propolis, que é
principalmente a propolis do tipo choupo (Wang et al., 2020, p. 10). Assim, a legislagdo chinesa
exige um teor minimo de flavonoides de 8% (m/m) na prépolis bruta (Chinese Standard GB/T
24283-2009, 2009), enquanto a legislacdo brasileira aceita na préopolis bruta 0,5% (m/m) como
minimo para flavonoides e 5% como minimo para compostos fenolicos (Brasil, 2001).

Muitos estudos relatam que a atividade antibacteriana, anti-inflamatoéria ¢ antioxidante
dos extratos de prdpolis relaciona-se com o teor de fendlicos totais e/ou flavonoides (Schmidt
et al., 2014a, p. 6). Os compostos fenolicos sdo os principais constituintes bioativos da fracao
resinosa da propolis. Os flavonoides e derivados de &cidos fendlicos representam duas grandes
classes de compostos fendlicos no extrato de propolis, sendo que estes compostos naturais tém
sido objeto de consideravel estudo cientifico quanto as suas atividades biolégicas (Andrade et
al., 2018, p. 278; Heleno et al., 2015, p. 503).

E pertinente mencionar que desfechos similares para extratos etandlicos de propolis
verde foram observados na literatura. Vieira et al. (2023) observaram valor de compostos
fendlicos totais de 2,74% para um extrato de prépolis verde coletado no estado de Minas Gerais
(regido Sudeste). Contieri et al. (2022a) demonstraram valores de compostos fenolicos totais
de 0,81 a 1,89% para amostras comerciais de extratos de propolis verde. Salgueiro e Castro
(2016) obtiveram valores de compostos fenolicos totais de 1,22% para um extrato comercial de
prépolis verde elaborado com 30% de prépolis in natura. Tiveron et al. (2016) observaram que
0s extratos de propolis provenientes do Sul do Brasil apresentaram de 1,76 a 7,98% de
compostos fenolicos.

Em relacdo aos extratos de propolis das abelhas sem ferrdo observou-se bastante
variacdo nos valores de compostos fenolicos totais. Os extratos de propolis hebora (2,66%) e
mandacaia amostra 6 (2,56%) apresentaram teor de compostos fendlicos semelhante ao extrato
de propolis verde amostra 1 (2,89%), e esses foram os maiores valores observados para as

amostras desse estudo. Os extratos de propolis de mandacaia amostra 5 e amostra 7
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apresentaram teor de compostos fenolicos de 0,73 a 0,88% e os extratos de propolis de jatai
(amostra 8 e amostra 9) e tubuna (amostra 11) ndo apresentaram quantificagdo de compostos
fenolicos.

Resultados semelhantes foram relatados por Rocha et al. (2024), onde os 2 extratos de
propolis de jatai do estado da Bahia ndo continham compostos fenolicos. Torres et al. (2018)
analisaram amostras de propolis de abelhas sem ferrdo obtidas na cidade de Rio das Antas,
regido Sul do Brasil, e obtiveram valores de compostos fendlicos de 0,38% para mandagaia e
0,13% para jatai. Pazin et al. (2017) reportaram valor de compostos fendlicos de 1,25% para o
extrato de propolis de hebord proveniente do estado de Sao Paulo. Piccinini et al. (2021)
observaram valor de 0,95% de compostos fendlicos no extrato de propolis de tubuna
proveniente da cidade de Gravatai — RS.

A respeito da capacidade antioxidante, 0 maior valor observado foi para o extrato de
propolis de hebora com 162,53 mM TE/mg para DPPH e 424,02 mM TE/mg para ABTS. Em
seguida, a maior atividade antioxidante foi para a prépolis verde amostra 1 que apresentou
101,63 mM TE/mg para DPPH e 256,80 mM TE/mg para ABTS. Dos resultados das analises
antioxidantes DPPH e ABTS, todas as amostras de extratos de prépolis verdes de abelhas Apis
mellifera e os extratos de propolis mandacaia (amostras 5 e 6) e hebord (amostra 10) foram
estatisticamente significativos. Os menores valores de atividade antioxidante foram observados
para 0s extratos de propolis jatai (amostras 8 ¢ 9) e tubuna (amostra 11). Os resultados do
presente estudo corroboram a literatura, onde varios estudos apresentaram uma correlacao
positiva entre a quantidade de compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos extratos de
propolis (Andrade ef al., 2018; Bittencourt et al., 2015; Salgueiro; Castro, 2016).

Rocha et al. (2024) observaram uma variedade de compostos fenolicos nos extratos de
propolis de abelhas mandacaia (acido galico 4,38 mg/L, &cido cafeico 0,81 mg/L, 4cido p-
cumarico 2,81 mg/L, 4cido elagico 1,20 mg/L, rutina 1,52 mg /L, 4acido transcinamico 1,60
mg/L, entre outros), enquanto os extratos de propolis de abelhas jatai exibiram compostos
fenolicos minimos (epicatequina 0,15 mg/L, piceatanol 0,12 mg/L, resveratrol 0,06 mg/L e
acido transcinamico 0,08 mg/L).

Os critérios de qualidade para padronizacdo da propolis incluem principalmente o
rendimento do extrato, conteudo de compostos fenolicos e atividade antioxidante (Kasote et al.,
2017, p. 54). A extragdo dos compostos bioativos da propolis depende do método utilizado e
das condi¢des operacionais realizadas (temperatura, tempo de extracdo, etc.), que podem
modificar ou pelo menos alterar o rendimento da extragdo, concentragdo, € a composicao do

produto final (Escriche; Juan-Borras, 2018, p. 834).
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A grande biodiversidade do Brasil se reflete diretamente na origem boténica e na
composicdo fitoquimica da prépolis (Nani et al., 2020, p. 2861). Investigar propolis de regiGes
atualmente ndo estudadas € importante, pois permitiria determinar se a nova propolis pertence
a um tipo de prépolis ja conhecido (Bankova et al., 2019, p. 21). Assim, é fundamental
estabelecer procedimentos padronizados para analise de produtos de propolis, onde possam ser
determinadas a presenca e a quantidade dos constituintes cruciais e das atividades bioldgicas
(Barreto et al., 2020, p.8).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE PROPOLIS
5.2.1 Ensaio por disco-difusao

Os resultados do ensaio de disco-difusdo dos extratos de propolis estdo apresentados na
Tabela 2. Observou-se que das 11 amostras testadas, 3 amostras (27,27%) que foram extrato de
jatai (amostras 8 € 9) e tubuna (amostra 11) ndo apresentaram halo de inibi¢ao para as bactérias
Gram-positivas testadas. A faixa de leitura das 8 amostras (72,73%) de extratos de propolis
corresponderam a halos de inibi¢do entre 19,0 mm e 49,0 mm. Os maiores halos de inibi¢do
para as cepas bacterianas foram obtidos com os extratos de propolis verdes comerciais (24,0 a
49,0 mm), enquanto os extratos de propolis de abelhas sem ferrdo apresentaram halos com
valores entre 19,0 e 30,3 mm. O extrato de propolis verde comercial amostra 1 do Distrito
Federal consolidou-se como o melhor agente antimicrobiano no ensaio de disco-difusdo dentre
os demais extratos contra as bactérias Gram-positivas testadas no estudo. Os resultados de
ensaio por disco-difusdo com os extratos de propolis verdes de Apis mellifera e os extratos de
abelhas sem ferrao (mandagaia amostra 7 ¢ hebora amostra 10) obteve diferenca estatistica
significativa dentre os extratos do estudo.

Os extratos de propolis ndo apresentaram halos de inibicao contra as bactérias Gram-

negativas testadas no estudo (Apéndice 2.2).
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TABELA 2 - Ensaio de disco-difusao dos extratos de propolis verdes de Apis mellifera e dos
extratos de propolis de abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini

B. cereus S. aureus S. mutans
Amostras Extratos de propolis verdes de Apis mellifera

1 Verde comercial DF 24,0+0,01 a 49,0+£0,22 a 45,0+0,14 a
2 Verde comercial DF 31,0+0,06 b 46,0+0,14 b 35,5+0,21 b
3 Verde comercial DF 26,0+£0,21 ¢ 27,0+£0,01 ¢ 29,0+0,21 ¢
4 Verde comercial DF 27,0+£0,24 ¢ 42,0+0,01 d 38,0+0,07 d

Extratos de propolis de abelhas sem ferrao do grupo Meliponini
5 Mandacaia in natura SC 23,0+0,01 a 19,0+0,01 e 24,0+£0,14 ¢
6 Mandacaia comercial RS 24,540,122 a 26,0+0,01 ¢ 24,0+£0,14 ¢
7 Mandacaia comercial DF 30,0+0,14 b 28,0+£0,11 ¢ 30,0+0,14 ¢
8 Jatai in natura PR n n n
9 Jatai comercial DF n n n
10 Hebora comercial DF 30,3+0,07 b 26,0+0,01 ¢ 24,0+£0,14 ¢
11 Tubuna comercial RS n n n

Fonte: (Autoria propria, 2024). (Estatistica obtida com uso do Sofiware STATISTICA® versio 10.0).

Legenda: DF — Distrito Federal; SC — Santa Catarina; RS — Rio Grande do Sul; PR — Parana; n - ndo houve halo
de inibi¢do microbiana. Os resultados foram expressos como médias dos didmetros dos halos (mm) + desvio padrdo
de duas repeticdes. As médias na mesma coluna com letras distintas apresentam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) conforme teste de Tukey.

Para fins de comparacao, o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BrCAST, 2021) estabelece os pontos de corte clinicos para interpretagdao dos didmetros de
halos dos antimicrobianos convencionais contra as principais bactérias patogénicas causadoras
de infec¢des. Para Bacillus spp. os halos de sensibilidade devem ser: clindamicina (>17 mm),
norfloxacino (>21 mm) e eritromicina (>24 mm). Baseado nesses pontos de corte, foi possivel
observar uma sensibilidade de Bacillus cereus a todos os extratos de propolis testados no estudo
(com excecao das amostras 8, 9 e 11 que ndo apresentaram halo de inibicao).

Para Staphylococcus aureus, os halos de sensibilidade devem ser: amicacina (=18 mm),
gentacima (>18 mm), eritromicina (>21 mm) e tetraciclina (>22 mm) (BrCAST, 2021). Assim,
a bactéria S. aureus mostrou sensibilidade a todos os extratos de propolis, com excec¢ao do
extrato de propolis mandagaia amostra 5 (halo = 19,0 mm) e das amostras 8, 9 e 11 que nao
apresentaram halo de inibi¢ao. Para Streptococcus mutans, os halos de sensibilidade devem ser:
vancomicina (>15 mm), ampicilina (>21 mm) e clindamicina (>19 mm) (BrCAST, 2021).

Baseado nesses pontos de corte, observou-se uma sensibilidade de S. mutans a todos os extratos
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de propolis testados no estudo (com excecao das amostras 8, 9 e 11 que ndo apresentaram halo
de inibigao).

Estudos que utilizaram amostras de extratos propolis africanas da Tunisia e da Argélia
confirmaram sua eficacia contraS. aureus resistente a meticilina (MRSA), com halos
inibitorios de até 21,4 mm (Béji-Srairi ef al., 2020; Benhanifia et al., 2014; Nedji; Loucif-Ayad,
2014). A quercetina que ¢ um composto fendlico comumente encontrado nas propolis de Apis
Mellifera (Pasupuleti et al., 2017) demonstrou eficacia antibacteriana contra Staphylococcus
epidermidis e S. aureus MRSA (Gajdacs, 2019). As amostras de extratos propolis da Polénia
apresentaram atividade inibitoria contra S. aureus com halos de inibicdo de 20,2-27,0 mm
(Pobiega et al., 2019). Os extratos etandlicos da propolis hdngara apresentaram efeitos
bactericidas contra S. aureus com halos de inibigdo de 12,0 a 22,5 mm (Molnér et al., 2017).

Os flavonoides pinocembrina e apigenina presentes na propolis chilena revelaram
atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans (Veloz; Alvear; Salazar, 2019). Além dos
compostos fendlicos e flavonoides, a propolis também contém terpenos. Esses compostos
contribuem de forma sinérgica para a atividade antimicrobiana da propolis (Almuhayawi, 2020,
p- 3080-3081).

Alguns estudos tém explorado o efeito sinérgico dos extratos de propolis em associacao
com antimicrobianos convencionais no sentido de reduzir a resisténcia bacteriana ao agente
antimicrobiano convencional (Przybylek; Karpinski, 2019). Assim, o cloranfenicol na presencga
de propolis bulgara e mel brasileiro mostrou sinergismo contra Sa/monella enterica (Al-Ani et
al., 2018).

Os extratos de propolis jatai (amostra 8§ e amostra 9) e tubuna (amostra 11) nao
apresentaram halo de inibicdo para B. cereus, S. aureus € S. mutans. Tal resultado pode ter
ocorrido principalmente pela auséncia de compostos fendlicos e baixa atividade antioxidante
desses extratos de propolis, pois esses compostos estdo diretamente associados a atividade
antibacteriana da propolis (Przybylek; Karpinski, 2019). Assim, a atividade antimicrobiana e a
composi¢do quimica da propolis estdo diretamente associadas a localizacdo geografica,
biodiversidade, espécies de abelhas e época de colheita das resinas (Schmidt ez al., 2014a, p. 1;
Schmidt et al., 2014b).

Os extratos de propolis do presente estudo ndo exibiram halos de inibicdo para as
bactérias Gram-negativas. A literatura descreve que os extratos de propolis possuem maior

atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas em comparag¢do com bactérias Gram-
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negativas. Tal fato ocorre devido a diferenca de composicao de parede celular entre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (Almuhayawi, 2020; Przybytek; Karpinski, 2019).

Bactérias Gram-negativas possuem uma membrana externa rica em lipopolissacarideos
que limitam a difusdo de compostos hidrofobicos através dela, enquanto as bactérias Gram-
positivas ndo possuem essa membrana externa rica em lipopolissacarideos, o que permite que
os constituintes hidrofobicos se infiltrem na membrana celular, levando ao aumento da
permeabilidade idnica, vazamento de conteudo intracelular e morte celular. No entanto, os
compostos hidrofobicos ainda podem exercer atividade antimicrobiana sobre as bactérias
Gram-negativas, uma vez que as proteinas porinas dentro da membrana externa formam canais
de tamanho suficiente para permitir a passagem de compostos de pequena massa molecular
(Seow et al., 2014).

Outra possivel razdo para explicar a menor atividade antibacteriana da propolis contra
bactérias Gram-negativas poderia ser a sintese de uma grande variedade de enzimas hidroliticas
por microrganismos Gram-negativos (Grecka et al., 2019). Essas enzimas hidroliticas podem
interferir nos componentes ativos da propolis e resultar no desenvolvimento de resisténcia

(Bryan; Redden; Traba, 2015).

5.2.2 Concentrag¢ao Inibitéria Minima e Concentracio Bactericida Minima dos extratos
de propolis para as bactérias Gram-positivas

Os dados obtidos de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracao Bactericida
Minima (CBM) dos extratos de propolis para as bactérias Gram-positivas estdo apresentados
na Tabela 3. A CIM dos extratos de propolis ficou entre 0,001 e 0,20 mg/mL, e a CBM entre
0,02 e 0,50 mg/mL. As maiores atividades antimicrobianas contra as trés bactérias Gram-
positivas testadas foram obtidas para os extratos de propolis verdes amostras 1, 2 e 3 e para o
extrato de propolis de hebord (amostra 10). O extrato de propolis de mandagaia amostra 5
também se destacou tendo uma eficiente atividade antimicrobiana. Além disso, os resultados de
CIM e CBM para bactérias Gram-positivas com os extratos de propolis verde de Apis mellifera
(amostras 1, 2 e 3) e extrato de propolis sem ferrdo hebord demonstraram diferenga estatistica

significativa com os outros extratos.

TABELA 3 - Determinacao da CIM e da CBM dos extratos de propolis verdes de Apis mellifera
e dos extratos de propolis de abelhas sem ferrdo do grupo Meliponini para bactérias Gram-
positivas
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Bactérias Gram-positivas

B. cereus S. aureus S. mutans

Amostras Extratos de propolis CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Extratos de propolis verdes de Apis mellifera

Verde comercial DF 0,001 a 0,04 a 0,001 a 0,06 a 0,003 a 0,06 a
Verde comercial DF 0,005 a 0,02 a 0,004 a 0,06 a 0,005 a 0,06 a
Verde comercial DF 0,001 a 0,04 a 0,001 a 0,06 a 0,003 a 0,06 a
Verde comercial DF 0,005 a 0,03 a 0,004 a 0,10b 0,01b 0,10b

AW N -

Extratos de préopolis de abelhas sem ferrao do grupo Meliponini

5 Mandacaia in natura SC 0,005 a 0,02 a 0,005 a 0,06 a 0,005 a 0,15¢
6 Mandacaia comercial RS 0,005 a 0,02 a 0,02b 0,10b 0,01b 0,10b
7 Mandacaia comercial DF 0,005 a 0,02 a 0,06 ¢ 0,20 ¢ 0,03 ¢ 0,25¢
8
9

Jatai in natura PR 0,02 b 0,10b 0,08 ¢ 0,30d 0,06 d 0,30d
Jatai comercial DF 0,03b 0,10b 0,13d 0,50 e 0,08d 0,25¢
10 Hebora comercial DF 0,001 a 0,02 a 0,003 a 0,08b 0,007 a 0,06 a
11 Tubuna comercial RS 0,06 ¢ 0,10b 0,20 ¢ 0,50 ¢ 0,20 ¢ 0,50 ¢

Fonte: (Autoria propria, 2024). (Estatistica obtida com uso do Sofiware STATISTICA® versdo 10.0).

Legenda: DF — Distrito Federal; SC — Santa Catarina; RS — Rio Grande do Sul; PR — Parana. As médias na mesma
coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes a p<0,05 conforme teste de Tukey. mg/mL —
miligrama por mililitro; CIM — Concentragéo Inibitdria Minima; CBM — Concentragdo Bactericida Minima.

Machado et al. (2005) propuseram que produtos naturais com valores de CIM abaixo
de 0,01 mg/mL tem atividade antibacteriana excelente, entre 0,01 e 0,10 mg/mL a atividade
antibacteriana € boa e valores de CIM entre 0,10 e 0,50 mg/mL sdo considerados com atividade
antibacteriana moderada. Baseado nessa métrica, todos os extratos de propolis verdes, o extrato
de propolis de hebora (amostra 10) e o extrato de propolis de mandagaia amostra 5 apresentaram
atividade antibacteriana excelente com valores de CIM abaixo de 0,01 mg/mL. Os extratos de
propolis de mandacaia amostras 6 e 7 e o extrato de propolis de jatai amostra 8 apresentaram
atividade antibacteriana excelente ou boa. E os extratos de propolis de jatai amostra 9 e de
tubuna (amostra 11) apresentaram atividade antibacteriana boa ou moderada.

Algumas amostras de extratos de propolis brasileiras apresentaram CIM entre 0,001 e
0,03 mg/mL para S. aureus (Bueno-Silva et al., 2017; Regueira et al., 2017). Machado et al.
(2016b) elaboraram os extratos de propolis brasileiras vermelha do estado do Sergipe (regido
Nordeste), verde do estado de Minas Gerais (regido Sudeste) e marrom do estado de Santa

Catarina (regido Sul) e obtiveram para S. aureus ATCC 25923 valores de CIM de 0,05-0,4
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mg/mL e valores de CBM de 0,8-1,0 mg/mL. Neves et al. (2016) investigaram o potencial
antimicrobiano do extrato de propolis vermelha brasileira contra S. aureus (ATCC 13150 e
ATCC 25923) e obtiveram valores de CIM de 0,25 mg/mL.

A pinocembrina e a apigenina, flavonoides encontrados na propolis chilena,
apresentaram atividade antibacteriana contra S. mutans com CIM de 0,0014 mg/mL, um valor
comparavel a uma mistura de polifendis e clorexidina (CIM = 0,0016 mg/mL) (Veloz; Alvelar;
Salazar, 2019). Al-Ani et al. (2018) analisaram extratos etandlicos de prépolis da Turquia, Oma
e Irlanda e obtiveram valores de CIM entre 0,008 ¢ 0,08 mg/mL para S. aureus.

Em relagdo aos extratos de propolis das abelhas sem ferrdo, Santos er al. (2017)
relataram para o extrato etandlico de propolis de mandacaia proveniente da cidade de
Blumenau, Santa Catarina, regido Sul do Brasil, valores de CIM de 0,25 mg/mL para S. aureus.
Também, os extratos de propolis de jatai ndo foram testados devido ao baixo teor de compostos
fenolicos.

Os compostos fendlicos sdo descritos como importantes agentes antibacterianos que
inibem bactérias por promoverem danos @ membrana celular e por inibirem a sintese de acidos
nucléicos e o metabolismo energético desses microrganismos (Campos et al., 2015, p. 7). Os
estudos indicam que o modo de agdo da propolis ndo ¢ determinado pelo modo de acao isolado
de seus constituintes bioativos, mas sim por uma interagdo complexa entre seus varios
compostos quimicos que possuem atividade antimicrobiana (Boisard et al., 2020). De acordo
com Przybylek; Karpinski (2019), diversos mecanismos de acdo sdo propostos para explicar a
atividade antimicrobiana exercida pela propolis, como: inibi¢do da divisdo celular e da sintese
de acidos nucléicos e proteinas, diminui¢do da permeabilidade da membrana citoplasmatica

bacteriana e bacteridlise.

5.2.3 Concentragao Inibitéoria Minima e Concentracio Bactericida Minima dos extratos
de propolis para as bactérias Gram-negativas

A Tabela 4 apresenta os resultados de Concentra¢do Inibitéria Minima e Concentracao
Bactericida Minima dos extratos de propolis verdes de Apis mellifera e propolis de
meliponideos com as bactérias Gram-negativas. A CIM dos extratos de propolis ficou entre 0,03
e 0,20 mg/mL e a CBM entre 0,15 e 0,50 mg/mL. Constatou-se diferenca estatistica
significativa entre os extratos de propolis verde de Apis mellifera (amostra 1) e extrato de
propolis de abelha sem ferrdo hebora (amostra 10) para CIM e CBM contra bactérias Gram-

negativas.
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TABELA 4 - Determinacido da CIM e da CBM dos extratos de propolis verdes de Apis mellifera
e dos extratos de propolis de abelhas sem ferrdao do grupo Meliponini para as bactérias Gram-
negativas.

Bactérias Gram-negativas

P. aeruginosa K. pneumoniae S. enterica E. coli
Amostras  Extratos de propolis CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(mg/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)  (mg/mL)
Extratos de propolis verdes de Apis mellifera
1 Verde comercial DF 0,08 a 0,20 a 0,13 a 0,20 a 0,13 a 0,20 a 0,08 a 0,15a
2 Verde comercial DF 0,08 a 0,20 a 0,13a 0,30 b 0,13 a 0,25 a,b 0,08 a 0,15a
3 Verde comercial DF 0,08a 0,25ac 0,13a 0,20 a 0,13 a 0,25 a,b 0,10 a 0,20 a,b
4 Verde comercial DF 0,08 a 0,50b 0,20Db 0,50 ¢ 0,15a 0,30b 0,10a 0,20 a,b
Extratos de prépolis de abelhas sem ferrao do grupo Meliponini
5 Mandacgaia in natura 0,13b 0,30 ¢ 0,13 a 0,30b 0,13a 0,30 b 0,03b 0,20 a,b
SC
6 Mandagaia comercial 0,13b 0,20 a 0,10 ¢ 0,30b 0,10b 0,30b 0,08 a 0,15a
RS
7 Mandacgaia comercial 0,13b 0,30 ¢ 0,20b 0,30 b 0,10b 0,30b 0,10 a 0,20 a,b
DF
8 Jatai in natura PR 0,13b 0,30 ¢ 0,13 a 0,30b 0,20 ¢ 0,30 b 0,10a 0,30 b
9 Jatai comercial DF 0,20 ¢ 0,50b 0,13a 0,50 ¢ 0,20 ¢ 0,50 ¢ 0,08 a 0,50 ¢
10 Hebora comercial DF 0,05d 0,25ac 0,13a 0,30b 0,15a 0,20 a 0,10 a 0,30 b
11 Tubuna comercial RS 0,20 ¢ 0,30 ¢ 0,20b 0,30b 0,20 ¢ 0,50 ¢ 0,15¢ 0,30b

Fonte: (Autoria propria, 2024). (Estatistica obtida com uso do Sofiware STATISTICA® versio 10.0).

Legenda: DF — Distrito Federal; SC — Santa Catarina; RS — Rio Grande do Sul; PR — Parana. As médias na mesma
coluna com letras diferentes sdo significativamente diferentes a p<0,05 conforme teste de Tukey. CIM —
Concentragdo Inibitoria Minima; CBM — Concentragdo Bactericida Minima; resultados de CIM e CBM expressos
em mg/mL — miligrama por mililitro.

Para as bactérias P. aeruginosa e S. enterica, destacaram-se os extratos de propolis
verdes amostras 1, 2 e 3 e o extrato de propolis de hebora (amostra 10) apresentando os menores
valores de CIM (0,05-0,08 mg/mL) e CBM (0,20-0,25 mg/mL). Para a bactéria K. pneumoniae
(que ¢ uma cepa ATCC resistente aos carbapenémicos), destacaram-se os extratos de propolis
verdes amostras 1 e 3 apresentando os menores valores de CIM (0,13 mg/mL) e CBM (0,20
mg/mL). E para a bactéria E. coli (que foi a cepa Gram-negativa desse estudo mais sensivel aos
extratos de propolis), destacaram-se os extratos de propolis verdes (amostras 1, 2, 3 e 4), os
extratos de propolis de mandagaia (amostras 5, 6 € 7) e o extrato de propolis de hebord,

apresentando valores de CIM entre 0,03 e 0,10 mg/mL e entre 0,15 e 0,20 mg/mL.
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Machado et al. (2016b) prepararam extratos de propolis vermelha do estado de Sergipe
(regido Nordeste), propolis verde do estado de Minas Gerais (regido Sudeste) e propolis marrom
do estado de Santa Catarina (regido Sul) com 13,3% de propolis bruta e obtiveram valores de
CIM de 0,4-0,8 mg/mL e valores de CBM de 0,8 >1,6mg/mL para E. coli ATCC 25922.

Torres et al. (2018) compararam os extratos etandlicos de propolis de mandagaia e jatai
coletados na regido Sul do Brasil e as bactérias gram-positivas (E. faecalis, S. aureus e MRSA)
foram mais sensiveis que as bactérias gram-negativas (E. coli € K. pneumoniae) para os dois
extratos de propolis. O extrato de propolis de mandagaia foi mais eficaz contra as bactérias
testadas que o extrato de propolis de jatai. Isidorov et al. (2022) analisaram o extrato de propolis
de abelha heboré proveniente da Argentina e reportaram valores de CIM de 0,03 mg/mL ¢ CBM
de 0,13 mg/mL para S. aureus, CIM de 0,13 mg/mL e CBM de 0,50 mg/mL para E. coli e CIM
de 0,50 mg/mL e CBM >2,00 mg/mL para P. aeruginosa.

Surek et al. (2021) analisaram os extratos de propolis de tubuna e mandacaia
encontrados no estado do Parana, regido Sul do Brasil e reportaram para S. aureus valor de CIM
0,25 mg/ mL para o extrato de prépolis de mandagaia e ineficacia do extrato de propolis tubuna
(CIM >1,0 mg/mL). Nenhum dos extratos de propolis foi eficaz contra bactérias Gram-
negativas (E. coli, K. pneumoniae e P. aeruginosa), apresentando valores de CIM >1,0 mg/mL.
Deste modo, para as abelhas sem ferrdo também se descobriu maior atividade antibacteriana
contra bactérias Gram-positivas em comparagdao com bactérias Gram-negativas

Na literatura, alguns estudos propuseram os mecanismos de acdo da propolis contra
bactérias Gram-negativas. Meto et al. (2020) descreveram que o extrato etanolico de propolis
diminuiu a liberagdo de eDNA de P. aeruginosa e, consequentemente, afetou a estabilidade do
biofilme. He et al. (2014) relataram que o extrato etanodlico de propolis causou danos a
membrana de E. coli. Almuhayawi (2020, p. 3082) descreveram que a quercetina (composto
comumente presente na propolis) inibiu a atividade ATPase ligando-se a subunidade B da DNA
girase de E. coli. Ainda, os flavonoides podem inibir o crescimento de E. coli através do seu
principal alvo de ligagdo a topoisomerase II, resultando numa clivagem do DNA.

Nesse estudo, ficou evidente que niveis muito baixos de compostos fenolicos e atividade
antioxidante prejudicaram a atividade antimicrobiana dos extratos de propolis, como foi o caso
de tubuna (nos testes de disco-difusao, CIM e CBM) e jatai (no teste de disco-difusdo). Por
outro lado, a amostra 3 (propolis verde comercial do DF), apesar de formulada com menos de
30% de propolis bruta, destacou-se pela boa atividade antimicrobiana. As outras amostras do
estudo, também formuladas com menos de 30% de préopolis bruta (propolis verde amostra 4 e

mandagaia amostra 7), demonstraram atividade antimicrobiana comparavel a outros extratos de
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propolis desse estudo. Assim, observou-se em extratos de propolis com quantidades inferiores
a 30% de propolis bruta também apresentando atividade antimicrobiana.

Comercialmente no Brasil, a propolis verde ¢ a mais importante, sendo produzida
principalmente nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo (regido Sudeste do Brasil) (Berretta et
al.,2017; Rodrigues et al., 2020). No entanto, o presente estudo explorou os extratos de propolis
verdes produzidos no Distrito Federal, que ainda sdo pouco conhecidos na literatura. O Distrito
Federal estd no bioma do Cerrado que tem alta incidéncia de Baccharis dracunculifolia (Heiden
e Schneider, 2015). No Distrito Federal, 80 apicultores cadastrados na Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensao Rural (Emater) produziram, em 2019, 13,8 toneladas de mel, além de outros
derivados como propolis, cera e pélen (Emater DF, 2019). Desta forma, observamos nesse
estudo que os extratos de propolis verdes do Distrito Federal (amostras 1, 2 e 3) se destacaram
pela elevada atividade antimicrobiana.

Outro resultado notdrio foi que os extratos de propolis de abelhas sem ferrdo mandagaia
in natura SC (amostra 5) e hebora comercial DF (amostra 10) obtiveram eficacia comparavel
as amostras 1, 2 e 3, os extratos de propolis verdes com maior atividade antimicrobiana do
estudo. Os estudos sobre propolis das diferentes espécies de abelhas sem ferrdo ainda sdo
escassos na literatura se comparados as propolis de Apis mellifera. As propolis das abelhas sem
ferrdo tém composi¢do quimica variada de acordo com as espécies de abelhas e especialmente
a fonte vegetal. Assim, as abelhas sem ferrdo usam diferentes plantas para a producio de
propolis, entdo essas propolis contém diferentes composi¢des quimicas (Sanches ef al., 2017).

Segundo Isidorov et al. (2022) é provavel que as abelhas sem ferrdo ndo apresentem
forte seletividade na coleta de resina e utilizem os recursos fornecidos pela vegetacao local para
a produgdo de propolis, havendo diferencas significativas na composi¢do quimica dos extratos
de propolis de abelhas hebora na Argentina e no Brasil. Os estudos de Surek et al. (2021) e
Torres et al. (2018) com propolis de mandagaia também ndo foram similares em relagdo a
composi¢do quimica, e alguns dos compostos quimicos comuns detectados pelos autores foram
acido p-cumarico, acido gélico e aromadendrina. Apesar das diferentes composigdes quimicas,
as propolis das abelhas sem ferrdo contém em maior escala compostos fenodlicos, bem como

terpenos e saponinas que apresentam atividade antimicrobiana (Sanches et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Nesse estudo, através das analises fisico-quimicas realizadas foi possivel relacionar a
qualidade dos extratos de propolis verdes de abelhas Apis mellifera e de abelhas sem ferrao com
os padrdes legais. Logo, observou-se em 7 amostras (63,63%) apresentando teor de extrato seco
acima de 11% e 4 amostras comerciais (36,36%) apresentaram quantidades inferiores a 11%,
estando em desacordo com a legislagdo brasileira, com possivel configuracao de infragdo e/ou
fraude a depender do processo produtivo com as amostras comerciais. Também os extratos de
propolis de abelhas sem ferrdo jatai (amostras 8 ¢ 9) e tubuna (amostra 11) ndo apresentaram
teor minimo de compostos fenolicos e atividade antioxidante, e afetou a atividade
antimicrobiana dos extratos com as bactérias.

Os resultados demostraram que os extratos de propolis ndo obtiveram atividade
antibacteriana para as bactérias Gram-negativas no ensaio de disco-difusdo. Esse perfil de
resposta antimicrobiana repetiu-se com a Concentrag¢do Inibitéria Minima e a Concentragao
Bactericida Minima, onde a atividade antibacteriana dos extratos de prépolis foi melhor para as
bactérias Gram-positivas em relagdo as bactérias Gram-negativas. Ainda assim, os extratos de
propolis alcangaram valores de CIM e CBM para todas as bactérias testadas no estudo,
demostrando que em concentragdes adequadas ¢é possivel utilizar os extratos de propolis como
agentes antimicrobianos contra as bactérias Gram-negativas.

As amostras com as melhores atividades antibacterianas deste estudo foram os extratos
de propolis das abelhas Apis mellifera verdes amostras 1, 2 e 3 e os extratos de propolis das
abelhas nativas mandagaia (amostra 5) e heboréd (amostra 10). Além disso, faz-se necessario a
atualizacdo da legislacao brasileira a respeito da padronizagdo dos requisitos de qualidade de
propolis para os extratos de propolis verdes de abelhas Apis mellifera e propolis de abelhas sem
ferrdo, e desta forma, a inclusdo das diferentes fontes botanicas conhecidas. Portanto, os
resultados obtidos demostraram elevada atividade antimicrobiana e atividade antioxidante para
varios tipos de propolis brasileiras, e deste modo, existe a possibilidade de diversas aplicagdes
desses produtos tanto na induastria de alimentos quanto farmacéutica, como conservantes de
alimentos, adjuvantes na terapia antimicrobiana contra bactérias resistentes e formulagdes

farmacéuticas antissépticas e sanitizantes.
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APENDICES

APENDICE 1 — Caracterizacio fisico-quimica dos extratos de propolis

APENDICE 1.1 - Teor de extrato seco dos extratos de propolis

Identificacoes  Extratos Peso Peso Peso TEOR DE EXTRATO
cadinhos de cadinho  cadinho amostra SECO
Propolis vazio seco

Propolis Apis mellifera MEDIA
1A 1 42,57 g 42,84 ¢ 1,58 g 17,08% 17,08%
2A 42,57 g 42,84 ¢ 1,58 g 17,08%
3A 2 25,85 ¢ 26,03 g 142 ¢ 12,67% 12,71%
3B 29,60 g 29,80 g 1,57 g 12,73%
4A 3 2590 g 26,01 g 1,31 g 8,39% 7,99%
4B 41,77 g 41,89 g 1,58 g 7,59%
1B 4 2525¢ 2522 ¢ 1,63 g 1,84% 1,84%
2B 2525¢g 2522 ¢g 1,63 ¢g 1,84%

Propolis de meliponideos

5A 5 38,15¢g 38,36 g 1,55 ¢ 13,54% 12,09%
5B 3529 ¢ 3546 ¢ 1,60 g 10,62%
10A 6 25,71 g 2597 g 1,81 g 14,36% 15,54%
10B 27,86 g 28,16 g 1,88 g 15,95%
6A 7 2998 ¢ 30,01 g 1,35 ¢ 2,22% 2,56%
6B 41,92 g 4197 g 1,72 g 2,90%
TA 8 43,12 g 4341 g 1,78 g 16,29% 16,43%
7B 40,37 g 40,64 g 1,63 g 16,56%
8A 9 2733 ¢g 27,38 g 1,71 g 2,92% 2,61%
8B 3743 g 3747 g 1,74 g 2,29%
9A 10 4228 ¢ 4181 g 1,60 g 29,37% 29,56%
9B 25,74 ¢ 2527 ¢ 1,58 g 29,75%
11A 11 27,77 g 27,36 g 1,71 g 23,97% 24,07%
11B 2595 ¢ 25,58 g 1,53 g 24,18%

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: A/B — ensaio em duplicata; amostra 1 — extrato de propolis verde comercial DF; amostra 2 — extrato de
propolis verde comercial DF; amostra 3 — extrato de propolis verde comercial DF; amostra 4 — extrato de propolis
verde comercial DF; amostra 5 — propolis mandagaia in natura SC; amostra 6 — extrato de propolis mandagaia
comercial RS; amostra 7 — extrato de propolis mandagaia comercial DF; amostra 8 — propolis in natura PR; amostra
9 — extrato de propolis jatai comercial Distrito Federal; amostra 10 — extrato de prépolis hebord comercial DF;
amostra 11 — extrato de propolis tubuna comercial RS; g — gramas; % - porcentagem.
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APENDICE 1.2 — Curva padrio dos compostos fenolicos

Concentracio de acido tanico (mg) Absorbancia (nm)
Eixo x Eixo y
0,02 0,189
0,04 0,276
0,06 0,376
0,08 0,470
0,10 0,560

Curva padréo acido tanico
0,6

y =4,68x + 0,0934

05 R2 = 0,9996

0,4

0,3

0,2

0,1

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentragao de acido tanico (mg)

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: mg — miligramas; nm — namdmetros.



APENDICE 1.3 — Curva padrio de DPPH

Absorbancia (nm) Concentracio Trolox (uM)
Eixo y Eixo x
0,788 50
0,773 100
0,700 200
0,580 400
0,281 800
0,152 1000
Curva padréao DPPH
09
0.8
y =-0,0007x + 0,8364
07 iy R2=10,9984
Tos | N
ST
S 05 TN
&
£ 04
2
< 03
02
01

o

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracéo Trolox (um)

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: DPPH - 2,2-difenil-1- picril-hidrazil; TE - equivalente em Trolox; nm — namdmetros; uM — milimolar.
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APENDICE 1.4 — Curva padrio de ABTS

Absorbancia (nm) Concentracio Trolox (uM)
Eixo y Eixo x
50 0,675
200 0,598
400 0,498
600 0,361
800 0,204
1000 0,112
Curva padrdao ABTS
0,8
07 y =-0,0007x + 0,6548
2 —
06 R2 =0,9857
e T
o5+ TN
S TN
§ 0’4 .........
g N
203
o)
< R
o2 f s R
0,1
0
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracao Trolox (M)

Fonte: (Autoria propria, 2024).

Legenda: ABTS - 2,2 azinobis-3-etilbenzolina-6-acido sulfonico; TE - equivalente em Trolox; nm — namoémetros;

UM — milimolar.
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APENDICE 2 — Anilises da atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis

APENDICE 2.1 — Ensaio por disco-difusdo das bactérias Gram-positivas

IMAGEM 4 — Ensaio por disco-difusao do extrato de propolis verde amostra 1 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. TB — Extrato de prépolis verde amostra 1 comercial DF.

IMAGEM 5 — Ensaio por disco-difusdo do extrato de propolis verde amostra 2 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. PW — Extrato de propolis verde amostra 2 comercial DF.
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IMAGEM 6 — Ensaio por disco-difusdo do extrato de propolis verde amostra 3 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. A — Extrato de propolis verde amostra 3 comercial DF.

IMAGEM 7 - Ensaio por disco-difusdo do extrato de propolis verde amostra 4 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. PC — Extrato de propolis verde amostra 4 comercial DF.
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IMAGEM 8 — Ensaio por disco-difusdo do extrato de propolis mandacaia amostra 5 in natura

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. M — Extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura SC.

IMAGEM 9 — Ensaio por disco-difusdo do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. aureus — Staphylococcus aureus; S. mutans - Streptococcus mutans,
B. cereus — Bacillus cereus. MM — extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial RS.
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IMAGEM 10 - Ensaio por disco-difusao do extrato de propolis mandagaia amostra 7 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. MPC — extrato de propolis mandagaia amostra 7 comercial DF.

IMAGEM 11 - Ensaio por disco-difusao do extrato de propolis jatai amostra 8 in natura

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. ] — Extrato de propolis jatai amostra 8 in natura PR.
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IMAGEM 12 — Ensaio por disco-difusao do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. JPC — Extrato de propolis jatai amostra 9 comercial DF.

IMAGEM 13 — Ensaio por disco-difusdao do extrato de propolis hebord amostra 10 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. aureus — Staphylococcus aureus; B. cereus — Bacillus cereus; S. mutans
- Streptococcus mutans. BPW — extrato de propolis hebora amostra 10 comercial DF.
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IMAGEM 14 - Ensaio por disco-difusao do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: S. mutans - Streptococcus mutans; S. aureus — Staphylococcus aureus;
B. cereus — Bacillus cereus. TU — extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial RS.
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APENDICE 2.2 — Ensaio por disco-difusio das bactérias Gram-negativas

IMAGEM 15 - Ensaio por disco-difusdo dos extratos de propolis comerciais verdes amostras

2,1,4¢3

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - PW — Extrato de propolis verde
amostra 2 comercial DF; TB — Extrato de propolis verde amostra 1 comercial DF; PC — Extrato de propolis verde
amostra 4 comercial DF; A — Extrato de propolis verde amostra 3 comercial DF.

IMAGEM 16 - Ensaio por disco-difusdo dos extratos de propolis de 7. angustula (jatai in
natura e jatai amostra 9 comercial), de M. quadrifasciata (mandagaia amostra 7, amostra 5 in
natura € amostra 6), de S. bipunctata (tubuna amostra 11) e de 7. clavipes (hebora amostra 10)

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - J — Extrato de propolis jatai
amostra 8 in natura PR; JPC — Extrato de propolis jatai amostra 9 comercial DF; MPC — extrato de propolis
mandagaia amostra 7 comercial DF; M — Extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura SC; MM — extrato de
propolis mandagaia amostra 6 comercial RS; TU — extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial RS; BPW —
extrato de propolis hebora amostra 10 comercial DF.
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IMAGEM 17 - Ensaio por disco-difusao dos extratos de préopolis de S. bipunctata (tubuna
amostra 11), de 7. clavipes (hebora amostra 10), de T angustula (jatai amostra 8 in natura e
jatai amostra 9 comercial) e de M. quadrifasciata (mandacaia amostra 7, amostra 6 ¢ amostra
5)

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Escherichia coli ATCC 25922 - TU — extrato de propolis tubuna amostra
11 comercial RS; BPW — extrato de propolis hebord amostra 11 comercial DF; J — Extrato de propolis jatai amostra
8 in natura PR; JPC — Extrato de propolis jatai amostra 9 comercial DF; MPC — extrato de propolis mandagaia
amostra 7 comercial DF; MM — extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial RS; M — Extrato de propolis
mandagaia amostra 5 in natura SC.

IMAGEM 18 - Ensaio por disco-difusdo dos extratos de propolis comerciais verdes amostras

4,3,1e2

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Escherichia coli ATCC 25922 - PC — Extrato de propolis verde amostra
4 comercial DF; A — Extrato de propolis verde amostra 3 comercial DF; TB — Extrato de propolis verde amostra 1
comercial DF; PW — Extrato de propolis verde amostra 2 comercial DF.
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IMAGEM 19 - Ensaio por disco-difusao dos extratos de propolis de M. quadrifasciata
(mandagaia amostra 5, amostra 6 e amostra 7), S. bipunctata (tubuna amostra 11), de 7. clavipes
(hebord amostra 10) e de 7 angustula (jatai amostra 9 comercial e amostra 8 in natura)

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Salmonella enterica ATCC 14028 - M — Extrato de propolis mandagaia
amostra 5 in natura SC; MM — extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial RS; MPC — extrato de propolis
mandagaia amostra 7 comercial DF; TU — extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial RS; BPW — extrato de
propolis hebora amostra 11 comercial DF; JPC — Extrato de propolis jatai amostra 9 comercial DF; J — Extrato de
propolis jatai amostra 8 in natura PR.

IMAGEM 20 - Ensaio por disco-difusdo dos extratos de propolis comerciais verdes amostras

2,1,3¢4

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Salmonella enterica ATCC 14028 - PW — Extrato de propolis verde
amostra 2 comercial DF; TB — Extrato de propolis verde amostra 1 comercial DF; A — Extrato de propolis verde
amostra 3 comercial DF; PC — Extrato de propolis verde amostra 4 comercial DF.
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IMAGEM 21 - Ensaio por disco-difusao dos extratos de propolis de 7. angustula (jatai amostra
8 in natura e jatai amostra 9 comercial), de S. bipunctata (tubuna amostra 11), de 7. clavipes
(hebora amostra 10) e de M. quadrifasciata (mandagaia amostra 5, amostra 6 ¢ amostra 7)

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 - J — Extrato de propolis jatai
amostra 8 in natura PR; JPC — Extrato de propolis jatai amostra 9 comercial DF; TU — extrato de propolis tubuna
amostra 11 comercial RS; BPW — extrato de propolis hebora amostra 10 comercial DF; M — Extrato de propolis
mandagaia amostra 5 in natura SC; MM — extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial RS; MPC — extrato
de propolis mandagaia amostra 7 comercial DF.

IMAGEM 22 - Ensaio por disco-difusdo dos extratos de propolis comerciais verdes amostras

3,4,1e?2

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda: Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 - A — Extrato de propolis verde
amostra 3 comercial DF; PC — Extrato de propolis verde amostra 4 comercial DF; TB — Extrato de propolis verde
amostra 1 comercial DF; PW — Extrato de propolis verde amostra 2 comercial DF.
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APENDICE 2.3 — Concentragio inibitéria minima (CIM) dos extratos de propolis para as

bactérias Gram-positivas

IMAGEM 23 — CIM dos extratos de propolis amostra 4, amostra 2 e amostra 1 para Bacillus
cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 24 — CIM dos extratos de propolis amostra 5, amostra 8 e amostra 3 para Bacillus
cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 25 - CIM dos extratos de propolis amostra 6 e amostra 7 para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 26 - CIM do extrato de propolis amostra 10 para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 27 - CIM do extrato de propolis amostra 11 para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 28 - CIM dos extratos de propolis amostra 1, amostra 2 ¢ amostra 3 para
Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 29 - CIM dos extratos de propolis amostra 9 e amostra 4 para Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 30 - CIM dos extratos de propolis amostra 7, amostra 9, amostra 5 e amostra 8 para
Staphylococcus aureus
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Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 31 - CIM do extrato de propolis amostra 6 para Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 32 - CIM do extrato de propolis amostra 10 para Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 33 — CIM do extrato de propolis amostra 11 para Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 34 — CIM dos extratos de propolis amostra 2 e amostra 1 para Streptococcus mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 35 — CIM do extrato de propolis amostra 4 para Streptococcus mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 36 — CIM dos extratos de propolis amostra 5, amostra 8, amostra 7 e amostra 9 para
Streptococcus mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 37 — CIM dos extratos de propolis amostra 5, amostra 6, amostra 7 e amostra 3 para
Streptococcus mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 38 — CIM do extrato de propolis amostra 10 para Streptococcus mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 39 — CIM do extrato de propolis amostra 11 para Streptococcus mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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APENDICE 2.4 — Concentracio inibitoria minima (CIM) dos extratos de propolis para as

bactérias Gram-negativas

IMAGEM 40 — CIM dos extratos de propolis amostra 4, amostra 3 e amostra 1 para
Pseudomonas aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 41 — CIM dos extratos de propolis amostra 6 e amostra 2 para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 42 — CIM dos extratos de propolis amostra 9, amostra 7, amostra 5 e amostra 8 para
Pseudomonas aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 43 — CIM do extrato de propolis amostra 10 para Pseudomonas aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 44 — CIM do extrato de propolis amostra 11 para Pseudomonas aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 45 — CIM dos extratos de propolis amostras 1, 2, 3 e 4 para Klebsiella pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 46 — CIM dos extratos de propolis amostra 8, amostra 5 e amostra 6 para Klebsiella
prneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 47 — CIM dos extratos de propolis amostra 7 e amostra 9 para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 48 — CIM do extrato de propolis amostra 10 para Klebsiella pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 50 — CIM dos extratos de propolis amostra 4, amostra 2, amostra 1 e amostra 3 para
Salmonella entérica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 51 - CIM dos extratos de propolis amostra 9, amostra 7, amostra 6 ¢ amostra 5 para
Salmonella entérica

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 52 — CIM do extrato de propolis amostra 8 para Salmonella enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 53 — CIM do extrato de propolis amostra 10 para Salmonella enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 54 — CIM do extrato de propolis amostra 11 para Salmonella enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 55 — CIM do extrato de propolis amostra 3, amostra 2 ¢ amostra 1 para Escherichia
coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 56 — CIM dos extratos de propolis amostra 2, amostra 4, amostra 7 e amostra 9 para
Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 57 — CIM dos extratos de propolis amostra 6, amostra 3, amostra 5 e amostra 8 para
Escherichia coli
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Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 58 — CIM do extrato de propolis amostra 10 para Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 59 — CIM do extrato de propolis amostra 11 para Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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APENDICE 2.5 — Concentracio bactericida minima (CBM) dos extratos de propolis para as

bactérias Gram-positivas

IMAGEM 60 - CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 61 — CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 62 - CBM do extrato de propolis verde amostra 3 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 63 - CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 64 - CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Bacillus cereus
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 65 - CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para Bacillus
cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 66 - CBM do extrato de propolis mandacaia amostra 7 comercial para Bacillus
cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 67 - CBM do extrato de propolis jatai amostra 8 in natura para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 68 - CBM do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 69 - CBM do extrato de propolis hebord amostra 10 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 70 - CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Bacillus cereus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 71 - CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 72 - CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 73 - CBM do extrato de propolis verde amostra 3 comercial para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 74 - CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 75- CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 76 - CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para
Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda:

IMAGEM 77 - CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 7 comercial para
Staphylococcus aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 79 - CBM do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial para Staphylococcus
aureus
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

132



IMAGEM 80 - CBM do extrato de propolis hebord amostra 10 comercial para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 81 - CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Staphylococcus
aureus

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 82 - CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 83 - CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 84 - CBM do extrato de propolis verde amostra 3 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 85 - CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Streptococcus
mutans
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Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 86 - CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 87 - CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 88 - CBM do extrato de propolis mandacaia amostra 7 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 89 - CBM do extrato de propolis jatai amostra 8 in natura para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 90 - CBM do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 91 - CBM do extrato de propolis hebora amostra 10 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 92 - CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Streptococcus
mutans

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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APENDICE 2.6 — Concentracio bactericida minima (CBM) dos extratos de propolis para as

bactérias Gram-negativas

IMAGEM 93 — CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 94 — CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 95 — CBM do extrato de propolis verde amostra 3 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 96 — CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 97 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 98 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 99 — CBM do extrato de prépolis jatai amostra 8 in natura para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 100 — CBM do extrato de prépolis jatai amostra 9 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 101 — CBM do extrato de propolis hebora amostra 10 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024). Legenda:

IMAGEM 102 — CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 103 — CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 104 — CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 105 — CBM do extrato de propolis verde amostra 3 comercial para Klebsiella
prneumoniae
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 106 — CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 107 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Klebsiella
pneumoniae
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 108 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 109 — CBM do extrato de propolis jatai amostra 8 in natura para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 110 — CBM do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 111 — CBM do extrato de propolis hebora amostra 10 comercial para Klebsiella
prneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024)

IMAGEM 112 — CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Klebsiella
pneumoniae

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 113 — CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Salmonella
enterica
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 114 — CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 115 — CBM do extrato de prépolis verde amostra 3 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 116 — CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Salmonella
enterica
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Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 117 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 118 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 119 — CBM do extrato de propolis mandacaia amostra 7 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 120 — CBM do extrato de propolis jatai amostra 8 in natura para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 121 — CBM do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 122 — CBM do extrato de propolis hebora amostra 10 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 123 — CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Salmonella
enterica

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 124 — CBM do extrato de propolis verde amostra 1 comercial para Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 125 — CBM do extrato de propolis verde amostra 2 comercial para Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 126 — CBM do extrato de propolis verde amostra 3 comercial para Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 127 — CBM do extrato de propolis verde amostra 4 comercial para Escherichia coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 128 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 5 in natura para Escherichia
coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 129 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 6 comercial para Escherichia
coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 130 — CBM do extrato de propolis mandagaia amostra 7 comercial para Escherichia
coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 131 — CBM do extrato de propolis jatai amostra 8 in natura para Escherichia coli
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Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 132 — CBM do extrato de propolis jatai amostra 9 comercial para Escherichia coli
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Fonte: (Autoria propria, 2024).
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IMAGEM 133 — CBM do extrato de propolis hebord amostra 10 comercial para Escherichia
coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).

IMAGEM 134 — CBM do extrato de propolis tubuna amostra 11 comercial para Escherichia
coli

Fonte: (Autoria propria, 2024).
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