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INTRODUCAO

A propolis é uma mistura complexa proveniente de substdncias gomosas,
resinosas e balsamicas coletada por abelhas dos ramos, brotos, pdlen e exsudados de
arvores, onde estas mesmas abelhas ainda acrescentam cera, pdlen e secrecdes salivares
para elaborar o produto final (MINISTERIO DE AGRICULTURA 2001; GHISALBERTI
1979). A presenca de compostos fendlicos em sua composi¢do tem sido associada a
atividade antimicrobiana (MANARA 1999) e antioxidante (ALENCAR 2007; MENEZES
2005).

Este trabalho teve como objetivo foi fracionar uma amostra de prépolis verde em
solventes de polaridades crescentes e avaliar seu potencial antioxidante e antimicrobiano

contra Streptococcus agalactiae e Aeromonas hydrophila.

MATERIAL E METODOS

Uma amostra de prépolis verde coletada na zona da mata mineira (70g P.F.) foi
congelada e pulverizada usando grau e pistilo. O fracionamento foi realizado através de
extracdes desenvolvidas sob aquecimento, em refluxo, utilizando hexano,
diclorometano, etanol e d4gua destilada por seis horas (trés repeti¢des). Outra amostra da
mesma propolis (20g P.F.) foi submetida a extracdes usando apenas etanol a fim de
compor um extrato etandlico bruto. Todas as fragdes obtidas foram acertadas a uma

concentragdo de 2%.



Testes de atividade antioxidante

Para avaliar o potencial antioxidante, usou-se uma solugao padrao de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazila) a 0,004% em cada fragdo nas concentragdes 2; 1; 0,5; 0,25 e
0,1%, em triplicatas, utilizando tubos de ensaio. Para cada amostra foram utilizados dois
tubos (A e B). No tubo A (amostra) foram colocados 2mL de DPPH e 20pL de cada fracao,
no tubo B (Branco) foram colocados 2mL de etanol e 20pL de cada fragdo, e no tubo C
(controle) foram colocados 2mL de DPPH. Os tubos permaneceram em repouso e
protegidos da luz por meia hora. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 517 nm
e a atividade antioxidante de cada extrato foi determinada pela equacdo abaixo
(MENSOR 2001).

AA% =100 - {[ (Abs A - Abs B) x 100] / Abs C}

Testes de atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicao em caldo

Inicialmente preparou-se a escala 0,5 Mc Farland adicionando 500 pL de Cloreto
de Brério em solugdo aquosa a 1% em 9,5 mL de 4cido sulftrico a 1% em Caldo Todd
Hewitt e Trypic Soy Broth (TSB). Em seguida, parte destas suspensoes foram lidas em
espectrofotometro previamente calibrado com cada caldo correspondente em um
comprimento de onda de 530mn. As suspensdes bacterianas de S. agalactize e A.
hidrophyla foram mantidas a 28°C até atingirem a mesma transmitancia da escala 0,5 Mc
Farland do Caldo Todd Hewitt (para o indculo de S. agalactiae) e TSB (para o in6culo de
A. hidrophyla). Imediatamente ap6s isso, placas de 96 pogos fundo chato, foram usadas
para abrigar 20uL do in6éculo mais as fragdes hexanica, diclorometanica, etanodlica e o
extrato etandlico bruto ressuspendidas em dimetilsulféxido (DMSO) e a fragdo aquosa e
hexénica, ressuspendidas em &gua destilada estéril e Tween 80, respectivamente. As
concentracdes dos extratos foram decrescentes de 500ng/mL a 50ug/mL para
determinar concentragao inibitéria minima (CIM) sendo o volume final de cada poco da
placa 100uL. O controle positivo para estes testes foi feito com 30ug/mL de penicilina
mais estreptomicina para os dois microorganismos e o controle negativo foi feito com
DMSO, tween 80 e dgua destilada estéril. Ap6s 24 horas de incubagdo, foi adicionado em
cada pogo 15pL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido) em solucao
aquosa e esterilizada a 0,01% para que cada placa fosse incubada por mais 4 horas antes
de se realizar a leitura visual. Qualquer alteracdo na cor da solugdo de resazurina, nos

pocos, foi considerada como crescimento bacteriano.



RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade Antioxidante

As fragdes hexédnica (FH) e diclorometanica (FD) apresentaram potencial
antioxidante de forma dependente de dose, tendo atividade moderada a 0,5% (% AA FH
= 45,46 e AA% FD = 62,73) e alta nas concentracdes 1% (%AA FH = 71,18 AA% FD =
78,91) e 2% (% AA FH = 88,13 e AA% FD = 92,05). J4 as fracOes estandlica (FE) e aquosa
(FA) apresentaram alta atividade antioxidante a 0,5% (AA% FE = 80,23 e AA% FA =
89,18),1% (AA% FE=92,05e AA% FA =91,68) e 2% (AA% FE=92,41e AA% FA =92,12)
e atividade moderada a 0,25% (AA% FE = 54,46 e AA% FA = 62,51). O mesmo foi
observado no extrato etandlico bruto a 0,25% (AA% = 61,25), 0,5% (AA% = 86,90), 1%
(AA% = 93,88) e 2% (AA% = 94,34). Todos os extratos apresentaram baixa atividade
antioxidante a 0,1%. Esta alta atividade antioxidante observada em extratos de diferentes
polaridades indica a presenca de outros compostos capazes de seqtiestrar radicais livres

nesta amostra de proépolis.
Atividade antimicrobiana

As fragoes diclorometadnica e etandlica apresentaram baixa concentragdo
inibitéria minima contra S. agalactine (CIM FD = 300pg/mL, CIM FE = 350pg/mL). O
mesmo foi observado no extrato etanélico bruto (CIM = 300pg/mL). As fragdes aquosa
e hexanica ndo apresentaram CIM nas concentragdes testadas indicando que os extratos
aquoso e hexanico desta amostra de prépolis verde apresentam CIM maiores do que as
que foram testadas em nossos ensaios (CIM> 500pg/mL). De forma semelhante, as
fracoes diclorometanica e etandlica foram capazes de inibir o crescimento bacteriano
contra A. hydrophila (CIM FD = 300ug/mL, CIM FE = 350ug/mL) e as fracdes aquosa e
hexdnica ndo apresentaram inibicdo de crescimento bacteriano nas concentracdes
testadas (CIM> 500pg/mL). O extrato etanélico bruto também apresentou baixa
concentragdo inibitéria minima contra A. hydrophila (CIM = 300ug/mL). Penicilina mais
estreptomicina foi capaz de inibir o crescimento bacteriano a 30ug/mL e houve
crescimento bacteriano nos controles negativo. A alta atividade antimicrobiana
observada contra bactérias de importdncia na aquicultura sugere um potencial

fitoterdpico para criadouros de espécies de peixes vulneraveis a estes microrganismos.



CONCLUSAO

A amostra de propolis verde usada neste estudo apresenta alta atividade
antimicrobiana contra Streptococcus agalactine e Aeromonas hydrophila e alta atividade

antioxidante.
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