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Resumo

Consumidores buscam qualidade e seguranga nos alimentos. Assim, produtos que contenham conservantes
naturais tém sido buscados. O extrato de prépolis possui antimicrobianos naturais e seu efeito antimicrobiano
foi estudado neste trabalho, com diferentes concentragGes de extrato de prdpolis frente a diferentes cepas
bacterianas de interesse em alimentos. A prépolis utilizada para este estudo originou-se do Apiario
Serrano localizado no municipio de Teresopolis e foram preparados, com esta, extratos etandlico a 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90% e um extrato aquoso. Cepas das espécies Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e dos géneros Klebsiella, Proteus e Pseudomonas foram ativadas para este
estudo e utilizados nos antibiogramas. O extrato aquoso ndo inibiu o crescimento de nenhuma das
cepas testadas e nenhum dos extratos etandlicos preparados e testados apresentou efeito
antimicrobiano frente as cepas de E. coli e Pseudomonas sp. Dentre os extratos etandlico, somente 0s
de concentracdo de 80 e 90% apresentaram algum efeito antimicrobiano sobre a cepas de S. aureus,
Klebsiella sp. e Proteus sp.
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Abstract

Consumers seek quality and safety in food. Thus, products containing natural preservatives have been searched.
Propolis extract has natural antimicrobial compounds and its antimicrobial effect was studied in this work, using
different propolis extract concentrations in antibiograms prepared with different bacterial strains of interest in
food. The propolis used for this study came from a local apiary and with this were prepared ethanolic extracts (10
, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 and 90%) and an aqueous extract. Strains of Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella sp., Proteus sp., and Pseudomonas sp. were activated for this study and used in antibiograms. The
aqueous extract didn’t inhibit any of the tested strains. None of the ethanol extracts showed antimicrobial effect
across strains of E. coli and Pseudomonas sp.. Among the ethanolic extracts, only the concentration of 80 and
90 % had some antimicrobial effect on strains of S. aureus, Klebsiella sp. and Proteus sp.
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INTRODUCAO

A preocupagdo com a alimentagéo
saudavel gera demanda importante para o
consumo de produtos sem aditivos quimicos
artificiais. A exigéncia dos consumidores por
produtos com alta qualidade revela a
necessidade da utilizacdo de tecnologias que
propiciem seguranga microbioldgica e aumento
de sua validade comercial, com o minimo de
alteracdo na qualidade nutricional e sensorial
dos alimentos.

A propolis € uma substéncia resinosa ou
algumas vezes serosa, produzida por abelhas
meliferas de diferentes exsudatos vegetais
sendo um produto natural constituido de 55%
resinas vegetais; 30% cera de abelhas; 8 a 10%
de bleos essenciais e aproximadamente 5% de
polen.

Muitos trabalhos tém sido publicados
expressando as propriedades bioldgicas da
propolis, tais como: as  atividades
antimicrobianas, antifungicas, antiprotozoaria,
antioxidante e antiviral. Tem sido sugerido que
a atividade antibacteriana da propolis possa
estar associada ao alto contetido de substancias
do tipo flavonoides (BIACHILI; BERBUDO,
1998) que podem ter suas concentracGes
variadas de acordo com a sazonalidade
(CASTRO; CURY e ROSALEN, 2007).

Existe uma crescente preocupacdo do
consumidor em fazer o uso de produtos menos
agressivos de origem natural ou o mais proximo
possivel de produtos naturais. Um extrato que
tém sido empregados ha milhares de anos na
medicina popular é o extrato de propolis, o qual
tem sido utilizado para varias finalidades.

Varios produtos derivados de origem
animal tém sido estudados utilizando-se o
extrato de propolis pois contém, naturalmente,
substancias antimicrobianas
(BURDOCK,1998; BIACHILI e BERBUDO,
1998; VARGAS, 2004; SILVA et al., 2006;
CABRAL, 2008; BORGES, ALMEIDA e
FRAGIORGE, 2009) sendo estudados como
conservante natural em alimentos (QUEIROZ
et al., 1996; BERNARDI, 2010; NEVES e
LIMA, 2010).

Na Regido Serrana do Rio possui
apicultores que séo produtores de prépolis e

extrato de propolis. A utilizacdo deste derivado
como conservante de alimentos poderia ser um
estimulo ao mercado interno deste produto,
aumentando a variedade de produtos a serem
oferecidos por estes produtores, agregando
valor a sua producéo.

Assim, este trabalho objetivou avaliar o
efeito antimicrobiano de diferentes
concentracdes de extrato de propolis frente a
diferentes cepas bacterianas de importancia
para a microbiologia de alimentos.

METODOLOGIA

A proépolis utilizada para este estudo
originou-se do Apiario Serrano localizado no
municipio de Teresépolis. Foi adquirida uma
embalagem contendo 50 g de propolis que foi
encaminhada para o laboratorio de Controle
Microbioldgico de Produtos de Origem Animal
do Curso de Veterinaria da UNIFESO.

Preparo dos extratos etandlicos e aquoso de
propolis

No laboratério, foram preparados 0s
extratos de propolis baseados na metodologia
estabelecida por PARK e colaboradores (1998).

A amostra de 50 g da propolis foi
triturada e homogeneizada sendo transferidas
para dez diferentes tubos de ensaio 2g da
prépolis em cada tubo. Em seguida, foram
adicionados diferentes volumes de etanol P.A.
e agua destilada esterilizada para a formacao
dos extratos etanolico a 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80 e 90% e do extrato aquoso (Tabela 1).
Em seguida, a extracdo com base alcodlica foi
feita @ 70°C em banho-maria por 30 minutos,
sob agitacdo constante e a extracdo com base
aquosa foi incubada por 2 horas a 95°C em
banho-maria, sob agitacdo constante.
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Tabela 1: Volumes de Etanol P.A. e agua
destilada esterilizadas adicionados para o
preparo dos diferentes extratos de propolis
estudados

Os extratos obtidos foram armazenados
em tubos de ensaio com tampa de rosca, em
refrigerador.

Ativacao das cepas bacterianas

Cepas das especies Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e dos géneros
Klebsiella, Proteus e Pseudomonas foram
ativadas para este estudo através da semeadura
de caldo BHI (Brain and Heart Infusion) e
incubados por 24 horas a 35 °C. Apds este
periodo, foi verificada a pureza dos caldos
realizando esfregaco em lamina seguido de
coloracdo pela técnica de Gram para
observacdo das caracteristicas morfotintoriais
das mesmas.

Preparo dos antibiogramas

Os antibiogramas foram realizados em
meio Agar Miiller Hinton, preparado,
esterilizado, plagueado e mantido sob
refrigeracdo até seu uso, como estabelecido por
BRASIL (2003). Os discos de papel de filtro
foram acondicionados em vidraria e
posteriormente esterilizados em autoclave a
121°C por 15 minutos.

As cepas bacterianas foram semeadas
nas placas através de zaragatoas estéreis e 0s
discos de papel de filtro foram submersos nos
respectivos extratos de prépolis para posterior
posicionamento dos mesmo nas placas
semeadas. Para cada cepa bacteriana foram

Extrato de Propolis i (e R (fady [ 6 Agua ("emf_'}““d“ i

Extrato aquoso - 25
10% etanol 25 22,5
20% etanol 5,0 20,0
30% etanol 75 17,5
40% etanol 10,0 15,0
50% etanol 12,5 12,5
60% etanol 15,0 10,0
T0% etanol 17,5 7,5
B80% etanol 20,0 5,0
90% etanol 22,5 | 2,5

testados dez extratos, sendo colocado cinco
discos por placa, totalizando duas placas para
cada cepa. Os antibiogramas foram feitos em
triplicata e sua incubacéo foi feita por 24 a 48
horas a 35°C.

RESULTADOS

Aplés o periodo de incubagdo, foram
realizadas as leituras dos antibiogramas para
verificacdo da sensibilidade das diferentes
cepas frente aos extratos testados. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 2.

O extrato aquoso ndo inibiu o crescimento
de nenhuma das cepas testadas e nenhum dos
extratos etanolicos preparados e testados
apresentou efeito antimicrobiano frente as
cepas de E. coli e Pseudomonas sp.

Dentre os extratos etanolico, somente os de
concentragédo de 80 e 90% apresentaram algum
efeito antimicrobiano sobre a cepas de S.
aureus, Klebsiella sp. e Proteus sp.

O efeito antimicrobiano da concentracéo
80% pareceu ter sido mais eficiente uma vez
que a sensibilidade ocorreu nas trés repeticdes
realizadas nos antibiogramas para Klebsiella
sp. e em duas repeticGes para Proteus sp, ndo
ocorrendo inibicdo do crescimento de S.aureus.
O extrato etanolico de propolis a 90%
promoveu inibicdo de crescimento bacteriano
somente em uma repeticdo dos antibiogramas
realizados para S. aureus, uma repeti¢cdo para
Klebsiella sp. e uma repeti¢do para Proteus sp.

Tabela 2: Resultados, em milimetros, dos halos
de inibicdo do crescimento bacterianos das
diferentes cepas e extratos de prépolis testados
feitos em triplicata
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DISCUSSAO

A ndo inibicdo do crescimento
microbiano pode ter ocorrido em funcdo do que
foi relatado por Castro, Curi e Rosalen (2007),
que afirmaram que existe uma variacdo da
concentragdo dos compostos bioativos nas
propolis em funcdo da sazonalidade,
interferindo, assim, na a¢ao antimicrobiana dos
extratos obtido.

Diferentemente do sugerido por Borges,
Ameida e Fragiorge, (2009), que estudaram o
efeito inibitorio de extratos hidroalcodlicos de
propolis em diferentes concentracfes, 0s
extratos obtidos no presente estudo néo
poderiam ser utilizados como conservantes de
alimentos.

Ao contrario do estabelecido por
Vargas e colaboradores (2004) as bactérias
Gram negativas foram mais sensiveis ao efeito
antimicrobiano dos extratos do que as bactérias
Gram positivas.

CONCLUSAO

Concluiu-se que nenhum dos extratos
preparados, tanto aquoso quanto etanolico, ndo
foram eficientes para inibir o crescimento das
cepas bacterianas de Escherichia coli e
Pseudomonas sp.

Somente 0s extratos com as
concentracbes de 80 e 90% de etanol
apresentaram algum efeito inibitério no
crescimento de S. aureus, Klebsiella sp. e
Proteus sp.

O extrato aquoso ndo inibiu o
crescimento bacteriano de nenhuma das cepas
estudadas.

Este estudo gerou uma série de
questionamentos com relacdo ao real efeito
antimicrobiano dos extratos alcoolicos pois
observou-se a inibicdo de crescimento
justamente nas  maiores  concentragdes
alcoolicas dos extratos. Assim, percebeu-se que
o efeito antimicrobiano pode ter ocorrido néo
em funcdo das propriedades antimicrobianas da
propolis e sim da propriedade antimicrobiana
do etanol.

Sugere-se dar continuidade ao experimento
para testar uma nova metodologia de extracao
alcodlica dos compostos com propriedade
antimicrobiana da propolis porém, que seja
permitida a evaporagdo do alcool para testar o
real efeito dos extratos.
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