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RESUMO

As abelhas constituem-se como um dos principais polinizadores existentes no planeta, sendo
responsaveis por cerca de 70% da polinizacdo de cultivos agricolas, além de serem parte
essencial da polinizacdo dos biomas, garantido a preservacdo e continuidade das espécies
vegetais. J& com relacdo as abelhas sem ferrdo, esses sdo insetos de ferrdo atrofiado,
manipuladas ha muitos séculos por populagfes indigenas e que estdo presentes principalmente
na porcao sul do globo terrestre. Sua criacdo racional € conhecida como meliponicultura, o que
gera um portfélio de produtos, e dentre esses produtos a propolis, que tem ganhado nas ultimas
décadas o interesse de pesquisadores principalmente por sua composicao rica em compostos
fendlicos, mas também outros compostos como as cumarinas, que detém atividades funcionais,
além de tantos outros nutrientes presentes. A propolis € um elaborado constituido por partes
vegetais, resina vegetal, cera, polen e 6leos esséncias, contudo, esses constituintes variam de
acordo com a espécie de abelha, localidade, época de colheita e manejo. Desse modo, a prépolis
desponta para o mercado como um produto natural com capacidade tecnoldgica para uso em
cosméticos, farmacos e alimentos. Seus poderes antioxidante, antimicrobiano, anti-
inflamatoério, imunomodulador, e antitumoral sdo amplamente investigados e relatados na
literatura, porém, ainda € muito incipiente a pesquisa com propolis de abelhas sem ferrdo.
Frequentemente sdo encontradas novas moléculas na composi¢do da propolis de abelhas sem
ferrdo e seu uso tem se expandido para a aplicacao contra diferentes microrganismos, dado o
problema da resisténcia aos antimicrobianos tradicionais. Portanto, o objetivo do trabalho foi a
determinacéo de compostos fendlicos e cumarinas em diferentes extratos de propolis de abelhas
sem ferrdo e a verificacdo do potencial antimicrobiano dos extratos frente as cepas de Candida
albicans, Enterococcus faecalis, e Escherichia coli.

Palavras-chave: Resveratrol. Ultrassom. Candida albicans. Enterococcus faecalis.
Escherichia coli.



ABSTRACT

Bees are one of the main pollinators on the planet, being responsible for about 70% of the
pollination of agricultural crops, in addition to being an essential part of the pollination of
biomes, ensuring the preservation and continuity of plant species. With regard to stingless bees,
these are stunted insects, manipulated for many centuries by indigenous populations and which
are present mainly in the southern portion of the globe. Its rational creation is known as
meliponiculture, which generates a portfolio of products, and among these products, propolis,
which in recent decades has gained the interest of researchers mainly for its composition rich
in phenolic compounds, but also other compounds such as coumarins, which has functional
activities, in addition to so many other nutrients present. Propolis is an elaborated made up of
plant parts, plant resin, wax, pollen and essential oils, however, these constituents vary
according to the bee species, location, harvest season and management. Thus, propolis appears
on the market as a natural product with technological capacity for use in cosmetics,
pharmaceuticals and food. Its antioxidant, antimicrobial, anti-inflammatory,
immunomodulatory, and antitumor powers are widely investigated and reported in the
literature, however, research with stingless bee propolis is still very incipient. New molecules
are often found in the composition of stingless bee propolis and its use has expanded to be
applied against different microorganisms, given the problem of resistance to traditional
antimicrobials. Therefore, the objective of this work was the determination of phenolic and
coumarin compounds in different propolis extracts from stingless bees and the verification of
the antimicrobial potential of the extracts against strains of Candida albicans, Enterococcus
faecalis and Escherichia coli.

Keywords: Resveratrol. Ultrasound. Candida albicans. Enterococcus faecalis. Escherichia

coli.
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Capitulo 1

Determinagdo de Compostos Fendlicos, Cumarinas e Atividade Antimicrobiana da Propolis
de Abelhas Sem Ferrdo do Estado da Bahia, Brasil.
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1 INTRODUCAO

As abelhas desempenham um papel fundamental na agricultura como polinizadores,
estimando-se que 70% das culturas de importancia para alimentagdo humana sejam polinizadas
por esses insetos ao redor do mundo, e na preservacdo da biodiversidade ao garantir a
fecundacdo para continuidade das espécies vegetais. Dessa maneira, 0 papel dos animais
polinizadores € estimado em termos econdmicos entre 235 a 577 bilhdes de ddlares (POTTS,
2016). Ou seja, nédo apenas sobre a seguranca da alimentagdo humana e a preservagdo ambiental
atuam as abelhas, mas também sobre a sustentacdo econdmica dos produtores. Além do servico
ambiental de polinizacdo, as abelhas ttm um conjunto de produtos que sao apreciados pelos
seres humanos ha séculos para fins de alimentacdo e medicina tradicional (FREITAS et al.,
2008; QUEZADA-EUAN et al., 2018). Assim, a meliponicultura configura-se como a atividade
de criagdo racional das abelhas sem ferrdo para obtencdo de produtos, de facil manejo, baixo
custo de manutencdo e ganhos econdmicos bastante superiores aos da criacao da abelha Apis
mellifera (SE et al., 2018; SHADAN et al., 2018), ja tendo sido descritas mais de 500 espécies
de abelhas sem ferrdo na América Latina, Australia, Africa e Asia, divididas em 61 géneros
(SOUZA; MENEZES; FLACH, 2021).

Dentre os produtos podemos destacar a propolis das abelhas sem ferrdo como um género
gue vem ganhando nos ultimos 20 anos a atencdo dos pesquisadores por ser uma ja sabida rica
fonte de compostos fendlicos com atividades essenciais ao organismo humano (POPOVA;
TRUSHEVA; BANKOVA, 2019). Entretanto, ainda é dificil definir do que se trata a propolis,
ja que sua composicao tradicional € citada como uma mistura de resina vegetal, partes vegetais,
saliva e cera de abelha (GHISALBERTI, 1979; HUANG et al., 2014; PEREIRA; SEIXAS; DE
AQUINO NETO, 2002). Mas as pesquisas tém demonstrado que 0s quantitativos desses
componentes podem variar na propolis e até mesmo ndo estarem presentes (GASTAUER,;
CAMPOS; WITTMANN, 2011; SHANAHAN; SPIVAK, 2021).

A importancia dos compostos fendlicos da-se a partir de suas diferentes capacidades de
acdo como imunomodulador, antioxidante, anti-inflamatorio, e dentre outras mais, a de agir
como antimicrobiano de patdgenos de importancia para saude humana e animal (SANTOS et
al., 2020). Mas além desses fitoquimicos, as Cumarinas sdo compostos que podem ser
originados a partir de compostos fendlicos, e uma classe pouco abordada nos trabalhos para
prépolis, sendo sua atividade estendida como anticoagulante, antimicrobiano e antitumoral

(HROBONOVA et al., 2013). Sua presenca em altas concentracdes pode ser toxica, por conta
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disso, € necesséria a investigacdo desse composto nos alimentos, mas sua utilizacdo também é
possivel para dar sabor principalmente a bebidas (DOS ANJOS et al., 2011).

A atividade antimicrobiana da prépolis sem ferrdo vem sendo testada contra
microrganismos como solucbes emergentes quanto ao problema da resisténcia de
microrganismos aos medicamentos tradicionais (PORMOHAMMAD; NASIRI; AZIMI, 2019).
Dentre 0s microrganismos mais testados, podem ser citados a Escherichia coli (bactéria gram-
negativa), Staphylococcus aureus (bactéria gram-positiva) e Candida albicans (levedura),
microrganismos de interesse alimentar por conta das doencas veiculadas por alimentos
(CAMPOS et al., 2014a, 2015; TOMICIC; RASPOR, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
v Demonstrar a diversidade de compostos fenolicos e cumaricos e a atividade
antimicrobiana de prépolis de abelhas sem ferrdo de diferentes localidades do estado da

Bahia.

2.2 Objetivos especificos
v ldentificar e quantificar compostos fendlicos e cumaricos nos extratos propolis de
abelhas sem ferréo;

v Verificar a atividade antimicrobiana dos extratos propolis de abelhas sem ferrdo contra

Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Candida albicans.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Meliponicultura no Brasil

Meliponicultura foi o termo adotado em 1953 por um dos precursores na pesquisa de
abelhas sem ferrdo no Brasil, Paulo Nogueira Neto, e define-se como a criacdo racional das
abelhas sem ferrdo. Todavia a pratica da criacdo desses insetos € realizada desde antes da
colonizagéo das Américas (BARBIERI; FRANCOY, 2020). E nos dias atuais, essa atividade é
vista como uma oportunidade de renda para pequenos produtores, visto por exemplo que o valor
para o0 mel de abelhas sem ferrdo pode chegar a $100/kg no mercado internacional, enquanto
que para a abelha com ferrdo (Apis mellifera), o mel custa $20-40/kg (SE et al., 2018; SHADAN
etal., 2018).

E importante ressaltar que nem toda abelha sem ferrdo é propria para a pratica de criacdo
e obtencdo de produtos, por isso a definicdo pode ser restringida apenas a abelhas sem ferrdo
que produzem e armazenam maior quantidade de mel (VENTURIERI, G. C. et al., 2007). No
Brasil sdo encontradas cerca de 244 espécies, as quais 87 sdo endémicas e séo divididas em 29
géneros (DE MENEZES PEDRO, 2014). Essas abelhas tornam a meliponicultura viavel por ser
de facil mantimento, inclusive sem a necessidade de uso de equipamentos especiais para seu
manuseio, ja que costumam ser abelhas doceis, além de ser uma atividade possivel de ser
desenvolvida em &reas rurais e urbanas (BRAGHINI et al., 2021).

Entretanto, o Brasil ainda carece de regulamentagdo para os produtos da
meliponicultura, havendo somente legislacdo para produtos de abelhas Apis em nivel federal,
Instrucdo Normativa n°11 de 20 de Outubro de 2000 para o mel e a Instrucdo Normativa n°3 de
19 de Janeiro de 2001 para os demais produtos apicolas. A abelha Apis representa a maior fonte
de dados comerciais, ou seja, dados relacionadas a producédo e exportacdo, porém, os estados,
produtores e pesquisadores vém somando esforcos para que uma legislacdo que trate dos
produtos das abelhas nativas seja aprovada em ambito nacional, mas ja com algumas iniciativas
em nivel estadual e propostas concretas de regulamentacdo que ainda ndo estdo oficializadas
(DE CAMARGO; DE OLIVEIRA; BERTO, 2017; REGINATO KOSER; BARBIERI;
FRANCOY, 2020).

Porém, no ano de 2020 foi dado um importante passo no que se refere a0 manejo
sustentavel das abelhas nativas pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), por
meio da Resolucédo n°496 de 19 de agosto de 2020, onde ficam estabelecidas regras a serem
cumpridas pelo meliponicultor, afim de evitar impactos ambientais negativos decorrentes do
manejo inadequado de col6nias. E no ano de 2021, uma iniciativa do Instituto Chico Mendes

de Conservacéo da Biodiversidade (ICMBIio0) estabeleceu na Portaria n°665 de 3 de novembro
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de 2021 o Catdlogo Nacional de Abelhas-Nativas-Sem-Ferrdo, com propdsito de identificar as
espécies que ocorrem em cada estado. Contudo, hd um adendo na prépria Portaria que diz que
ela podera ser atualizada em decorréncia de fator relevante, assim confirmando o importante
papel dos trabalhos cientificos que se ocupam da catalogacdo e monitoramento das abelhas no
pais. E importante ressaltar que esses avangos regulatorios sio para as abelhas sem ferrdo, mas
ainda ndo para seus produtos.

3.2 Propolis

A prépolis define-se por ser um produto elaborado por abelhas mesclado de partes
vegetais, cera de abelha, saliva e resina vegetal, funcionando como protegdo para a colmeia
(GHISALBERTI, 1979; HUANG et al., 2014; PEREIRA; SEIXAS; DE AQUINO NETO,
2002). Apresenta composicdo de 50% de resinas e balsamo vegetal, 30% de cera de abelha,
5% de pdlen, e 10% de Oleos essenciais e aromaticos (ANJUM et al., 2019). Mas essa definicédo
e composicao ndo estdo de acordo entre pesquisadores e com a prépria realidade do produtor.

Em relagdo a presenca de cera na propolis, é dificil dimensionar a extensdo desse
acréscimo ao produto, ha ainda a hipotese de variaces na quantidade de cera e possivelmente
a auséncia a depender do proposito da abelha (SHANAHAN; SPIVAK, 2021). GASTAUER,;
CAMPOS; WITTMANN (2011) por exemplo, ndo observaram abelhas sem ferrdo misturando
a resina com a cera, e propde investigagdes mais profundas para entender como que outros
componentes sdo adicionados.

Existem ainda resinas que sdo depositadas no chdo ou paredes do ninho e que para
alguns produtores ¢ considerada como uma “pré-propolis”, mas ¢ também conhecida como
depdsito de resina ou deposito de propolis viscosa (SHANAHAN; SPIVAK, 2021). Por outro
lado, é possivel questionar o teor frequentemente citado de 50% de resina e balsamo na propolis
(SALATINO; SALATINO, 2021). O tnico trabalho onde sabe-se da quantificacdo de balsamos
e resinas foi feito por PAPOTTI et al. (2012), em que os autores relatam valores maiores que
70%, contradizendo os 50% amplamente divulgados.

Ha& outro produto conhecido como geoprépolis que basicamente trata-se da propolis
misturada com solo e que apenas algumas espécies de abelhas sem ferrdo (Melipona scutellaris,
Melipona marginata, Melipona quadrifasciata) conseguem elaborar, mas cumpre também o
papel de defesa e estruturacdo do ninho, e por conta da similaridade, ha trabalhos que
inadequadamente vem tratando a propolis e a geoprépolis como um unico produto (POPOVA;
TRUSHEVA; BANKOVA, 2019). O problema é que a adi¢do do barro confere caracteristicas

fisicas bastante diferentes da propolis, como maior rigidez, e também caracteristicas quimicas
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peculiares como a riqueza de minerais que estd diretamente relacionada a presenca de tais
minerais no solo (DA CRUZ FERREIRA et al., 2020; FERREIRA et al., 2019).

Além da geopropolis, mais um produto que causa divergéncia na literatura é o cerume,
pois o termo é intercambiavel com prépolis nos trabalhos, visto que cerume € a resina mesclada
com cera de abelha (POPOVA; TRUSHEVA; BANKOVA, 2019). Como pode ser visto na
Figura 1, esse cerume faz parte da estrutura do ninho e dos potes de armazenamento do mel das
abelhas sem ferrdo, e quanto a esses potes, a divergéncia literaria agrava-se, pois imagina-se
que os potes adicionem biocompostos antimicrobianos e antioxidantes ao mel (SOUZA,
MENEZES; FLACH, 2021).

Figura 1 — Estrutura do ninho da abelha sem ferréo

Fonte: Arquivo pessoal
Na tentativa de classificar a propolis, PARK; IKEGAKI; ALENCAR (2000)

categorizaram as propolis em 12 grupos, onde relaciona-se caracteristicas fisico-quimicas e a

regido de coleta, mas o proprio trabalho admite a ndo inclusdo de algumas prépolis por
particularidades de vegetacdo e frequéncia de aparecimento. Apos alguns anos, foi incluido
mais um grupo aos outros 12, a prépolis vermelha, presente nos manguezais do Nordeste, e de
origem boténica na Dalbergia ecastophyl (ALENCAR et al., 2007; DAUGSCH et al., 2008).
Entretanto, ndo foram encontrados trabalhos que relacionem a propolis produzida pelas abelhas
sem ferrdo com algum desses grupos, mas essas propolis apresentam coloracdo escura e
algumas espécies de abelhas sem ferrdo podem ocorrer em mais de uma regiao.

Saber qual a origem boténica da prdpolis é importante pela forte ligacdo do perfil

quimico com o vegetal, assim, relaciona-se 0s grupos da prépolis principalmente com Populus
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(Salicaceae), Hyptis divaricata (Lamiaceae), Baccharis dracunculifolia (Asteracea), e
Dalbergia ecastophyl para a prépolis vermelha (DAUGSCH et al., 2008). Entretanto, a
composicao de pélens pode ser muito mais diversa em uma amostra, mas para as abelhas sem
ferrdo ainda faltam estudos mais amplos, e 0s vegetais mais reportados sdo Mouriri
(Melastomataceae), Drymonia  (Gesneriaceae) e  Stigmaphyllon  (Malpighiaceae)
(BUCHMANN, 1987).

A partir das informacdes tratadas, é possivel imaginar o quanto carece de pesquisa em
relacdo a propolis, principalmente no que se refere a propolis produzida pelas abelhas sem
ferrdo. O fato é que a resina vegetal demonstra-se como um dos principais elementos dentro da
colmeia, pois estd envolvida na construcdo e manutencdo, defesa contra invasores e
microrganismos e fonte de biocompostos para os diversos produtos feitos pelas abelhas nativas
(LEONHARDT,; BLUTHGEN, 2009; SOUZA; MENEZES; FLACH, 2021). Um fato
interessante a ser notado, é que a quantidade de resina produzida por um vegetal ndo é
determinante para que a abelha o forrageie (LEONHARDT; BLUTHGEN, 2009), e nem toda
arvore atrai esses insetos, mas os terpenoides sdo 0s mais importantes constituintes volateis na
prépolis, e juntamente com os fendlicos, constituem-se como 0s principais biocompostos
encontrados no produto (LAVINAS et al., 2019).

3.3 Prépolis como Alimento Funcional

Para entender a prépolis como um alimento funcional, € necessario saber primeiro o que
entende-se como alimento funcional, assim, um alimento pode ser classificado como funcional
qguando suas propriedades estdo para além das nutricionais, gerando efeitos fisiologicos e/ou
metabdlicos, e/ou benéficos a salide de modo geral, sem necessidade da supervisdo médica para
0 consumo (STRINGHETA et al., 2007). Porém, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), orgao regulamentador brasileiro, ndo reconhece o termo “alimento funcional”, mas
sim, “alimentos com alegacdo de propriedades funcionais”, ou seja, quando o alimento age
sobre o crescimento, desenvolvimento e manutencdo do organismo de maneira comprovada.
Essa segunda definicdo faz mais sentido, inclusive para a propolis das abelhas sem ferrdo, pois
como sera visto, a prépolis pode apresentar uma riqueza de biocompostos com atividade anti-
inflamatdria, imunomoduladora, antimicrobiana, anticancer e antioxidante (SANCHES;
PEREIRA; SERRAO, 2017).

A propolis é sem duvidas uma grande fonte de moléculas com propriedades dos mais
diversos interesses e utilizada na medicina tradicional dos povos, mas uma fonte também pouco
explorada e que abre possibilidades de novas descobertas, sendo a busca por compostos
fenolicos a mais promissora (COSTA et al., 2013). NGUYEN et al. (2017), isolaram 15
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triterpendides do tipo cicloartano, sendo 5 novos, isso em investigacdo da propolis da abelha
Trigona minor. O mesmo autor identificou um novo alquenilfenol de propriedade
anticancerigena para a propolis da espécie Trigona minor (NGUYEN et al., 2018).
Coincidentemente, em outro estudo também do Vietnd, foram identificados dois novos
derivados dos compostos diidrocromeno e xantona para a propolis da abelha Lisotrigona furva
(OANH et al., 2021). J& para a abelha Tetragonula aff. biroi, presente na Indonésia, foram
identificados 3 novos compostos com atividade antioxidante (MIYATA et al., 2019).

Essas descobertas ddo embasamento para novas pesquisas, mas ja é sabido que além dos
fendlicos, € possivel encontrar &lcoois, aminoacidos, &cidos graxos, minerais, vitaminas, e uma
variedade de outros elementos nutricionais (ANJUM et al., 2019). POPOVA et al.(2021) em
um estudo preliminar de um tipo de propolis africana, identificaram mais de 50 constituintes,
dentre esses acUcares e derivados de acgUcar e acidos graxos. Frutose, glicose, colesterol, retinol
(derivado da vitamina A) e tocoferol (vitamina E), sdo exemplos também de constituintes da
propolis (CAMPOS et al., 2015). J& em outro trabalho, BONAMIGO et al. (2017a) relatam a
presenca de tocoferol, além de fitoesteroides e triterpenos na prépolis da abelha Plebeia
droryana. ABDULLAH et al. 2019), ao analisarem a propolis da Heterotrigona itama,
demonstraram haver 43% de lipidios e em menor porcentagem proteinas, carboidratos e fibras,
além de minerais essenciais para atividades do organismo humano como Calcio, Magnésio,
Ferro e Zinco.

Outra funcdo relacionada a propolis de abelhas sem ferrdo € a atividade anti-inflamatoria
(BRODKIEWICZA et al., 2018; CAMPOS et al., 2015; SABIR; SUMIDARTI, 2017), e
também a capacidade de regulacdo de desordens cardiovasculares (MASSARO et al., 2013).
Assim, a (Tabela 1) sumariza as diferentes atividades atribuias a propolis, porém é quase
impossivel relatar todos os constituintes da prépolis e suas respectivas importancias para a
salde humana, mas é certo que a propolis é capaz de exercer ndo apenas funcbes nutricionais,
mas também outras func@es vitais aos seres humanos.

Tabela 1 — Atividade funcional e nutricional da propolis de abelhas sem ferrao.

Espécie Local Atividade funcional Referéncia
e nutricional
Tetragonula Australia Reguladora de (MASSARO etal., 2013)

carbonaria desordem cardiaca
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Tetragonisca  Brasil Nutrigéo; Anti- (CAMPOS et al., 2015)

fiebrigi inflamatoria

Plebeia Brasil Nutrigéo (BONAMIGO et al., 2017a)

droryana

Trigona minor  Vietnam Anticancerigena (NGUYEN et al., 2017)

Trigona sp. Indonésia Anti-inflamatdria (SABIR; SUMIDARTI,
2017)

Trigona minor  Vietnam Anticancerigena (NGUYEN et al., 2018)

Scaptotrigona  Argentina Anti-inflamatoria (BRODKIEWICZA et al,

jujuyensis; 2018)

Tetragonisca

fiebrigi

Tetragonula Indonésia Antioxidante (MIYATA etal., 2019)

aff. biroi

Heterotrigona Brunei Nutricdo (ABDULLAH et al., 2019)

itama Darussalam

Lisotrigona Vietnam Anticancerigena (OANH et al., 2021)

furva

Meliponula Tanzénia Nutricdo (POPOVA et al., 2021)

ferruginea

3.4 Compostos fenolicos na propolis

Como € possivel verificar na (Figura 2), os fendlicos sdo divididos em classes e

subclasses, sendo definidos como compostos com um ou mais anéis aromaticos ligados a um

ou mais grupos hidroxila (LI1U, 2004).
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Figura 2 — Fluxograma das classes e subclasses de fendlicos e alguns exemplos

Fonte: Adaptado a partir de Liu (2004)
Ha& diversos exemplos das classes e subclasses citadas que ja sdo reconhecidas nos
trabalhos para a propolis de abelhas sem ferrdo como pode ser visto na (Tabela 2), por exemplo:
Acidos Fenolicos (BONAMIGO et al., 2017b; CAMPOS et al., 2014); Catequinas (ARAUJO
etal., 2016; HOCHHEIM et al., 2019); Flavondis (TORRES et al., 2018); Estilbenos (TORRES
et al., 2018); e Taninos (HASAN; KUSWANDI, 2011), dentre outros constituintes.
Tabela 2 — Composi¢do quimica de prépolis de abelhas sem ferréo

Espécie Local Compostos Referéncia
identificados

Trigona spp. Indonésia Flavonoides; (HASAN;
Taninos. KUSWANDI,
2011)
Melipona orbignyi Brasil Acido benzoico; (CAMPOS et al.,
Acido 2014)

dihidrocinamicos;
Acido cinamico;
Fenil, benzil,
cafeatos de cadeia

longa;




Acido cumarinico
C-prenilado;

Acido diterpénico;
Alcoois

triterpénicos;

Acucares.
Melipona scutellaris Brasil Acido elagico; (ARAUJO et al.,
L.; Acido galico; 2016)

Catequing;
Melipona fasciculata Galocatequina;
S. Hesperidina;

Kaempferol;

Morina;

Naringenina;

Rutina.
Scaptotrigona Brasil Estigmasterol; (BONAMIGO et
depilis; Melipona Sitosterol; al., 2017b)
quadrifasciata Taraxasterol;
anthidioides a-Amirina;

B-Amiring;

Acetato de  B-
Amirina
Tocoferol,

Acido vanilico;
Acido caféico;
Vanilina;

Acido p-cumérico;
Acido ferdlico;
Acido benzoico;
Quercetina;
Luteoling;

Acido cinamico;

123
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Apigenina.
Melipona Brasil Acido galico; (TORRES et al.,
quadrifasciata Vaniling; 2018)

anthidioides; Acido p-cumarico;
Tetragonisca Quercetina;
angustula Acido galico;
Diterpenos;
Estilbenos;
Triterpenos.
Melipona Brasil Aromadendrina; (HOCHHEIM et
quadrifasciata Acido p-cumarico; al., 2019)
Naringenina;
Catequina;

Epicatequing;

Pinocembrina.

Os fenolicos fazem parte dos metabdlitos secundarios dos vegetais, onde esses
metabolitos sdo produzidos quando o vegetal passa por algum estresse ou injdria, encontrando-
os em exsudados como o produzido pela Dalbergia ecastophyllum que origina a propolis
vermelha (DAUGSCH et al., 2008). Faz sentindo entdo que esses exsudados vegetais tenham
compostos que exercam por exemplo atividade antimicrobiana, pois o ataque de um
microrganismo deve ser combatido pela planta, logo o efeito pode ser similar sobre patégenos
humanos e de animais (SANTOS et al., 2020). Ademais, os compostos fenolicos constituem-
se como marcadores quimicos para a propolis, como as isoflavonas (formononetina, biochanina
A) e as calconas (isoliquiritigenina) que relacionam a propolis vermelha com a origem botéanica
(DAUGSCH et al., 2008).

As cumarinas por exemplo podem ser bastante toxicas quando consumidas em grandes
quantidade pelos seres humanos, porém, sua atividade pode ser aproveitada como antitumoral
(AL-WARHI et al., 2020). Alem disso, outros fenolicos presentes na propolis como o &cido

caféico, acido cindmico, rutina e apigenina podem ser também os responsaveis pelo combate
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de células cancerigenas (BONAMIGO et al., 2017a; CAMPOS et al., 2018). Contudo, um
problema sobre o0s produtos naturais € a respeito da quantidade que se deve consumir e a grande
variedade de compostos presentes que dificulta saber qual ou quais compostos estdo agindo
sobre o alvo determinado.

E sabido que a composicdo quimica da propolis ndo é alterada pela abelha (BANKOVA;
AL., 2000). Logo, seu perfil quimico € inteiramente dependente dos vegetais que a abelha
forrageia. Entdo a partir dessa constatacdo torna-se impossivel estabelecer um método universal
de extracdo para todos os tipos de propolis existentes, dada as particularidades do produto
(BANKOVA, 2005).

Sobre a maneira de extrair compostos da prdpolis, sabe-se que o solventes organicos sao
0s mais utilizados extratores para os fendlicos, ou a mistura desses solventes com agua
(AMORIM et al., 2008). Um problema presente na literatura é que quase todos os autores
utilizam uma metodologia prépria de extracdo da propolis. Esse fato faz com que seja
dificultada a capacidade de comparacdo entre os resultados dos trabalhos, pois o método de
extracdo pode ndo estar sendo o mais eficiente e interferindo no objetivo final do trabalho.
Muitas sdo as formas de extrair compostos da propolis: maceracdo, soxhlet, ultrassom,
microondas, extracdo supercritica, etc. A mais tradicional e utilizada, inclusive pelos
produtores, € a maceracdo, entretanto, em termos de custo a nivel laboratorial, tempo e
sustentabilidade, j& que € utilizado menos energia e recursos, a extracdo por ultrassom é a mais
viavel (BANKOVA; TRUSHEVA; POPOVA, 2021).

3.4.1 Cumarinas em prépolis de abelhas sem ferrao

As cumarinas sao compostos ja relatados em trabalhos para prépolis de abelhas sem
ferrdo, ainda que de maneira restrita a poucos trabalhos (ARAUJO et al., 2010; IBRAHIM et
al., 2016; MAT NAFI et al., 2019).

Esses compostos sdo interessantes, pois 0 composto cumarina ndo se encaixa na
defini¢do do que seria um composto fendlico, pois ndo ha hidroxila em sua estrutura e existe o
heteroatomo de oxigénio ligado ao anel aromatico (DOS ANJOS et al., 2011). Todavia, a
estrutura basica de um cumarina esta presente nos chamados derivados hidroxilados, por
exemplo a escopoletina, esses sim tém a presenca da hidroxila, o que torna esses derivados parte
dos compostos fendlicos. Portanto, 0os compostos cumaricos podem ser classificados como
fenolicos, mas também como uma classe em separado, ndo havendo prejuizos aos estudos.

A presenca desse composto pode estar associado a capacidade da propolis promover
acdo antimicrobiana, anti-inflamatdria, antioxidante, anticancerigena, dentre outras (DE
MENDONCA et al., 2020; FRANCHIN et al., 2016; PEREIRA et al., 2021). Mas mais
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pesquisas devem ser feitas em busca de entender as vias de agdo e a sinergia com outros
compostos para a efetivacdo da atividade da cumarina presente na prépolis.
3.5 Atividade Antimicrobiana

Os fendlicos sdo compostos produzidos como metabdlitos secundarios nas plantas, e
essa reagdo é também causada a partir do ataque de um microrganismo. Desse modo, € buscado
na prépolis o efeito de inibigdo do crescimento ou morte de microrganismos de interesse
humano. Como pode ser visto na (Tabela 3), para bactéria os trabalhos citados tém preferéncia
por testar a Staphylococcus aureus, presente em 12 dos 13 trabalhos, e para fungo/levedura,
Candida albicans, presente em 5 dos 13 trabalhos. Staphylococcus aureus é uma bactéria gram-
positiva, anaerdbica, presente na mucosa de animais de sangue quente, ambientes, alimentos e
agua que produz sintomas entre 1 e 6h por conta da producao enterotoxina e infeccdo que pode
durar até 2 dias, sendo uma bactéria resistente as mudancas ambientais e considerada como um
dos principais patdgenos de veiculagdo por alimentos (RUBAB et al., 2018). O aco inoxidavel
€ um dos principais materiais utilizados na industria de alimentos, entdo a pesquisa com
Candida albicans faz-se necesséria, ja que € um dos principais fungos resistentes aos
antifangicos e capaz de formar biofilmes nesse tipo de material e promover a contaminacéo de
alimentos, mas ainda é pobremente estudado seu efeito de aderéncia aos materiais em vista das
bactérias (TOMICIC; RASPOR, 2017).
Tabela 3 — Atividade antimicrobiana de prépolis de abelhas sem ferrdo

Espécie Local Microrganismo Referéncia

Melipona Brasil Staphylococcus aureus; (VELIKOVAZetal.,

quadrifasciata Escherichia coli 2000)

anthidioides

Trigona laeviceps Tailandia Staphylococcus aureus; (UMTHONG;
Escherichia coli; PUTHONG;
Candida albicans; CHANCHADO,
Aspergilus niger. 2009)

Frieseomelitta varia  Brasil Aeromonas hydrophila; (CAMPOS et al.,,

Pseudomonas aeruginosa; 2011)
Bacillus subtilis;

Staphylococcus aureus.




Tetragonula

carbonaria

Australia

Staphylococcus aureus;

Pseudomonas aeruginosa

(MASSARO et al.,
2014)

Melipona orbignyi

Brasil

Escherichia coli;
Staphylococcus aureus;

Candida albicans.

(CAMPOS et al.,
2014a)

Tetragonisca fiebrigi

Brasil

Staphylococcus aureus;
Staphylococcus
epidermidis;
Enterococcus faecalis;
Klebsiella pneumonia;
Pseudomonas aeruginosa;
Proteus mirabilis;
Candida glabrata;
Candida albicans.

(CAMPOS et al.,
2015)

Tetragonula
laeviceps;
Tetrigona

melanoleuca

Tailandia

Listeria monocytogenes;
Micrococcus luteus;
Pseudomonas aeruginosa;
Staphylococcus
epidermidis;
Staphylococcus aureus;
Streptococcus pyogenes;
Serratia marcescens;
Salmonella typhimurium;
Bacillus cereus;

Escherichia coli.

(SANPA et al,
2015)

Tetragonisca

angustula

Brasil

Staphylococcus aureus;
Streptococcus mutans;

Escherichia coli.

(CARNEIRO et al.,
2016)

Trigona thoracica

Malasia

Candida albicans;

Cryptococcus neoformans.

(SHEHU et al,,
2016)
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Melipona Brasil
quadrifasciata;

Tetragonisca

Staphylococcus aureus;
Enterococcus faecalis;

Escherichia coli;

(TORRES et al.,
2018)

angustula Klebsiella pneumonia
Frieseomelitta Brasil Bacillus cereus; (DE SOUZA et al.,
longipes; Staphylococcus aureus; 2018)

Apis mellifera

Heterotrigona itama  Brunei

Pseudomonas aeruginosa;
Escherichia coli;

Candida albicans;
Candida tropicalis

Staphylococcus aureus;

(ABDULLAH et

Darussala  Bacillus subtilis; al., 2019)
m Escherichia coli;
Pseudomonas aeruginosa
N&o mencionado india Staphylococcus aureus; (KASOTE et al.,
Bacillus subtilis; 2019)
Escherichia coli;
Pseudomonas aeruginosa;
Candida albicans
Trigona itama Malasia Staphylococcus aureus; (AHMAD
Escherichia coli TARMIZI WAN
YUSOP et al,
2019)
Apis mellifera Brasil Escherichia coli; (SUREK et al,

scutellata;
Scaptotrigona

bipunctata;

Klebsiella pneumonia;

Pseudomonas aeruginosa.

2021)
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Melipona
quadrifasciata
quadrifasciata

Plebeia remota

Alguns dos microrganismos citados na (Tabela 3) ndo fazem parte do espectro da
Ciéncia de Alimentos. Todavia, ha outros de grande importancia, principalmente no que diz
respeito as infeccGes e deterioracdo, como: Enterococcus faecalis, Escherichia coli, e
Aspergilus niger. Por exemplo, o fungo filamentoso Aspergilus niger, € um microrganismo de
importancia tecnoldgica para a industria de alimentos por sua capacidade de producdo de
enzimas, por outro lado, é um deteriorador de cereais e uvas e produtor de micotoxinas (GIL-
SERNA et al., 2019). Contra a bactéria Escherichia coli, a propolis € uma opg¢ao emergente de
antibacteriano, pois esse microrganismo tem apresentado resisténcia contra antibioticos
classicos ao redor de todo mundo, inclusive cepas isoladas de alimentos (PORMOHAMMAD;
NASIRI; AZIMI, 2019). J& a bactéria Enterococcus faecalis € um importante patégeno presente
na agua. Dessa forma, o tratamento dessas aguas por futuras tecnologias oriundas da prépolis
torna-se uma possibilidade barata e sustentavel, pois o tratamento com produtos quimicos ainda
é o preferencial (ERSOY et al., 2019).

O éxito da propolis sobre os microrganismos depende de varidveis mdaltiplas.
CARNEIRO et al. (2016) por exemplo citam que nenhuma das amostras oriundas de 3 estados
foram efetivas contra a Escherichia coli, bactéria gram-negativa, porém, houve efeito contra a
Staphylococcus aureus. J&A CAMPOS et al., (2015), relataram efeito da propolis também sobre
a Staphylococcus aureus, além de todas as outras bactérias testadas, sejam gram-positivas ou
gram-negativas. E importante frisar que ambos os trabalhos testaram prépolis de abelhas do
género Tetragonisca spp. Outros trabalhos corroboram a dificuldade de controle da E. coli
(CAMPOS et al., 2014b; VELIKOVA et al., 2000), e possivelmente essa dificuldade se estenda
a outras bactérias gram-negativas (SUREK et al., 2021). Mas para controle da S. aureus, 0s
resultados tém se mostrado promissores, independente da espécie que produziu a propolis
(AHMAD TARMIZI WAN YUSOP et al., 2019; CAMPOS et al., 2014b; MASSARO et al.,
2014; UMTHONG; PUTHONG; CHANCHAO, 2009).

Sobre outra bactéria de importancia a seguranca alimentar, a bactéria gram-positiva
Enterococcus faecalis, os trabalhos tém demonstrado haver atividade antibacteriana, contudo
menor do que para a S. aureus (CAMPOS et al., 2015; TORRES et al., 2018). PEDONESE et
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al. (2019), comprovaram notavel atividade antimicrobiana contra Listeria monocytogenes de
uma propolis italiana, sem espécie de abelha especificada, em leite e queijo. Ha concordéncia
do resultado da atividade antimicrobiana para propolis das abelhas sem ferrdo Tetragonula
laeviceps e Tetrigona melanoleuca contra a bactéria Listeria monocytogenes (SANPA et al.,
2015).

Quanto a atividade antifungica da prépolis os estudos séo bastante escassos e focados
nas leveduras do género Candida sp. Para o fungo filamentoso Aspergillus niger ndo obteve-se
resultado de inibicdo com a propolis da abelha Trigona laeviceps, mas um fraco resultado de
inibicdo foi obtido para a Candida albicans (UMTHONG; PUTHONG; CHANCHAO, 2009).
J& CAMPOS et al. (2015) encontraram boa inibicdo de duas espécies de leveduras,
principalmente para a Candia albicans por meio da préopolis da abelhas Tetragonisca fiebrigi .
Outros trabalhos corroboraram o resultado com a utilizacdo de prépolis de abelhas sem ferrdo
como: Frieseomelitta longipes, Melipona orbignyi e Trigona thoracica (CAMPOS et al.,
2014b; DE SOUZA et al., 2018; SHEHU et al., 2016).

3.6 Uso tecnoldgico da propolis

A propolis ja é empregada com intencdo tecnoldgica para diferentes fins como:
incremento do crescimento de animais domeésticos, conservacao de alimentos, novos materiais
para embalagens e materiais para uso biomédico (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA,
2016). Entretanto, esse uso ainda € quase que exclusivamente relacionado a propolis das abelhas
Apis.

No que diz respeito ao uso da propolis de abelhas sem ferrdo, a aplicagdo é muito
reduzida e a pesquisa da propolis das abelhas sem ferrdo é focada em seu potencial antioxidante
com utilizacdo encapsulada ou microencapsulada, assim preservando 0S compostos e as
atividades bioativas. Em estudo, DALPONTE DALLABONA et al. (2020) encapsularam a
prépolis da abelha Tubuna juntamente com jabuticaba em alginato com a finalidade de obter
um colorante antioxidante, assim alcangando sucesso na encapsulacao e alta eficiéncia em testes
de atividade antioxidante. Outra técnica possivel de ser utilizada é a de spray-drying para
microencapsulacéo desse género, mantendo assim um grande conteudo de fendlicos totais e a
capacidade antioxidante da prépolis (PRATAMI et al., 2019). Do mesmo modo, SULAEMAN;
NUSA; MARLIYATI (2021) utilizaram a microencapsulacédo pelo método de spray-drying
para contornar o forte gosto e aroma da préopolis e gerar uma alternativa natural de conservagéo

de alimentos.
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4 CONCLUSAO

A prdpolis das abelhas sem ferrdo trata-se de um produto com muitos caminhos a serem
investigados a partir de uma exploracdo racional e sustentavel por parte dos produtores e
pesquisadores. Contudo, ainda com dificuldades de se estabelecer como um produto natural de
potencialidade tecnoldgica e alimentar por conta dos obstaculos legais que impedem sua
utilizacdo na industria e o aproveitamento econémico por parte dos meliponicultores. Mesmo
com o perfil quimico bem estudado, esse ainda é um produto que necessita estabelecer bases
comuns de pesquisa nos trabalhos para que os dados possam ser devidamente comparados, mas
também para que o conceito de propolis comece a ser unificado, assim ndo havendo davidas e
equivocos quanto ao material a ser analisado. Dentro dos trabalhos é notavel a importancia que
¢ dada aos compostos fendlicos, isso porque esses compostos exercem poderes preventivos
contra enfermidades, mas também atividade contra microrganismos e radicais livres, o que
torna a propolis uma fonte para isolamento de compostos, e do mesmo modo sua utilizacdo
inteirica como alimento funcional, ja que a propolis tem constituintes nutricionais e compostos
gue ndo se restringem aos fenolicos. Tecnologicamente o uso da propolis das abelhas sem ferrdo
se da de maneira muito restrita a técnica de encapsulamento, porém ja é sabido que esse produto
é um potencial substituto de aditivos quimicos, aumentando a vida de prateleira de carnes, 6leos
e vegetais contra processos quimicos e microbiolédgicos, além de haver um horizonte de
utilizacdo como sanitizante na industria alimenticia, desse modo, mais trabalhos que explorem
as potencialidades da propolis das abelhas sem ferrdo como aditivos, conservantes e promotores

devem ser conduzidos.
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RESUMO: As abelhas sem ferrdo (ASF) sdo insetos de ferrdo atrofiado, manipulados ha
muitos séculos por populacdes indigenas e que estdo presentes principalmente na por¢éo sul do
globo, sendo descritas mais de 500 espécies para 61 géneros. Dentre os produtos produzidos
pelas ASF, a prépolis é rica em compostos fendlicos, mas também outros compostos como as
cumarinas. Portanto, este trabalho tem como objetivos investigar a presenca de compostos
fendlicos e cuméricos e testar sua atividade antimicrobiana contra Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Candida albicans em extratos de propolis de diferentes espécies de
abelhas sem ferrdo de cinco localidades do estado da Bahia. Diante da escassez de informacdes
referentes a composigao quimica, o trabalho avaliou por meio do método de fendlicos totais a
capacidade redutora de onze extratos de propolis de cinco espécies de ASF (Plebeia sp.,
Tetragonisca angustula, Melipona quadrifasciata, Frieseomelitta doederleini, Nannotrigona
testaceicornes) de diferentes locais da Bahia, além da identificacdo de 23 compostos por meio
de cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos e fluorescéncia
(HPLC-DAD-FLD) e atividade antimicrobiana deste tipo de propolis através das concentragdes
minimas inibidoras e bactericidas ou fungicidas. As amostras TA1, TA2, TA3, NT1 e NT2 nédo
apresentaram reacdo ao teste de fendlicos totais. O trabalho confirmou a presenca de compostos
fendlicos e cumaricos em diferentes quantidades, sendo as amostras MQ1, FD2 e MQ?2 as que
apresentaram as maiores quantidades de compostos, 18, 17 e 16 dos 23 analisados,
respectivamente. Entre 0os compostos, ha a presenca da formononetina (0,12+0,01 -45,40+0,36
mg/L) , isoflavonoide marcador da propolis vermelha, kaempferol (0,10+0,0 -0,32+0,0 mg/L)
e acido galico (0,02+0,0-4,38+0,02 mg/L) , fitoquimicos amplamente estudados, além da
cumarina (0,05+0,01-2,34+0,03 mg/L). Um achado importante levantado por este trabalho € a
presenca de resveratrol (0,06+0,0-0,23+£0,01 mg/L) em todas as amostras, sendo este o primeiro
relato para prépolis de ASF. Quanto a acdo antimicrobiana, houve suscetibilidade de C.
albicans a todas os extratos testados, 0 que ndo ocorreu para as bactérias, sendo E. coli
suscetivel apenas ao extrato da prépolis da abelha Melipona quadrifasciata (MQ2) e E. faecalis
suscetivel a trés propolis PL2 (Plebeia sp.), MQ1 (Melipona quadrifasciata) e FD2
(Frieseomelitta doederleini). Desta forma, a propolis de abelhas sem ferrdo pode ser
considerada como uma importante fonte de biocompostos com atividades funcionais e
tecnoldgicas, gerando um horizonte de possibilidades de emprego em diferentes areas como

cosmeticos, farmacos e alimentagéo.
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Palavras-chaves: Resveratrol; Melipona quadrifasciata; Candida albicans; Enterococcus
faecalis; Escherichia coli; Melipona quadrifasciata.

1 INTRODUCAO

As abelhas desempenham um papel fundamental na agricultura como polinizadores,
estimando-se que 70% das culturas de importancia para alimentagdo humana sejam polinizadas
por esses insetos ao redor do mundo, e na preservacdo da biodiversidade ao garantir a
fecundacdo para continuidade das espécies vegetais. Dessa maneira, 0 papel dos animais
polinizadores é estimado em termos econdémicos entre 235 a 577 bilhdes de dolares (POTTS,
2016). Ou seja, ndo apenas sobre a seguranca da alimentacdo humana e a preservacao ambiental
atuam as abelhas, mas também sobre a sustentacdo econémica dos produtores. Além do servico
ambiental de polinizacédo, as abelhas tém um conjunto de produtos que sdo apreciados pelos
seres humanos ha séculos para fins de alimentacdo e medicina tradicional (FREITAS et al.,
2008; QUEZADA-EUAN et al., 2018). Assim, a meliponicultura configura-se como a atividade
de criacdo racional das ASF para obtencdo de produtos, de facil manejo, baixo custo de
manutencdo e ganhos econdmicos bastante superiores aos da criacdo da abelha Apis mellifera
(SE etal., 2018; SHADAN et al., 2018), j& tendo sido descritas mais de 500 espécies de abelhas
sem ferrdo na América Latina, Australia, Africa e Asia, divididas em 61 géneros (SOUZA,
MENEZES; FLACH, 2021).

Dentre os produtos podemos destacar a propolis das abelhas sem ferrdo como um género
gue vem ganhando nos ultimos 20 anos a atencdo dos pesquisadores por ser uma ja sabida rica
fonte de compostos fendlicos com atividades essenciais ao organismo humano (POPOVA,
TRUSHEVA; BANKOVA, 2019). Entretanto, ainda é dificil definir do que se trata a propolis,
ja que sua composicao tradicional € citada como uma mistura de resina vegetal, partes vegetais,
saliva e cera de abelha (GHISALBERTI, 1979; HUANG et al., 2014; PEREIRA; SEIXAS; DE
AQUINO NETO, 2002). Mas as pesquisas tém demonstrado que 0s quantitativos desses
componentes podem variar na propolis e até mesmo nédo estarem presentes (GASTAUER,;
CAMPOS; WITTMANN, 2011; SHANAHAN; SPIVAK, 2021).

A importancia dos compostos fendlicos da-se a partir de suas diferentes capacidades de
acdo como imunomodulador, antioxidante, anti-inflamatorio, e dentre outras mais, a de agir
como antimicrobiano de patégenos de importancia para saude humana e animal (SANTOS et
al., 2020). Esse compostos sdo solucdes emergentes quanto ao problema da resisténcia de
microrganismos aos medicamentos tradicionais (PORMOHAMMAD; NASIRI; AZIMI, 2019).



43

Mas além dos compostos fendlicos, a cumarina € um composto com dois anéis
aromaticos e um heteroatomo de oxigénico, havendo também derivados hidroxilados, e uma
classe pouco abordada nos trabalhos para propolis, sendo sua atividade estendida como
anticoagulante, antimicrobiano e antitumoral (HROBONOVA et al., 2013). Sua presenca em
altas concentragdes pode ser toxica, por conta disso, é necessaria a investigacao desse composto
nos alimentos, mas sua utilizacdo também é possivel para dar sabor principalmente a bebidas
(DOS ANJOS et al., 2011).

Desse modo, o trabalho objetiva a determinacdo e quantificacdo de compostos fenolicos,
cumarinas e também a atividade antimicrobiana contra Candida albicans, Enterococcus
faecalis, e Escherichia coli de extratos de propolis de espécies de abelhas sem ferrdo do estado
da Bahia.

2 MATERIAL E METODOS

Amostras de propolis e extracao

Onze amostras de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo foram cedidas por
produtores da Bahia e vieram de diferentes partes do estado. As amostras foram identificadas
da seguinte maneira: PL1, Plebeia sp., Palmeiras; PL2, Plebeia sp., Feira de Santana; TAL,
Tetragonisca angustula, Valenca;, TAZ2, Tetragonisca angustula, Maragogipe; TAS3,
Tetragonisca angustula, Feira de Santana; MQ1; Melipona quadrifasciata, Feira de Santana;
MQ2 (Batume), Melipona quadrifasciata, Feira de Santana; FD1, Frieseomelitta doederleini,
Feira de Santana; FD2 (propolis viscosa), Frieseomelitta doederleini, Feira de Santana; NT1,
Nannotrigona testaceicornes, Feira de Santana; NT2, Nannotrigona testaceicornes, Lauro de

Freitas.
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Figural — Localizacdo da origem das prépolis de abelhas sem ferrao

Dricem das propolis
*Lnuru de Freitas
*FELL’I. de Santana

Fonte: Arquivo pessoal

A extracdo ocorreu de acordo com a metodologia descrita por (ESCRICHE; JUAN-
BORRAS, 2018), com adaptacdes. Na proporcao de 0,5g de amostra para 15 mL de etanol 70%,
a amostra passou por banho maria a 25° por 30 minutos. Ao fim do tempo, o sobrenadante foi
filtrado e transferido para um Falcon de 50 mL. Em seguida uma nova extracao foi realizada
seguindo 0s mesmos passos anteriores, sendo entdo misturados os sobrenadantes das duas

extraces no Falcon de 50 mL para posterior analise.
Conteudo de fenolicos totais

O conteldo de fendlicos totais nas amostras foi determinado a partir da metodologia de
(SINGLETON, 1999), com adaptagdes. Em ambiente escuro 0,1 mL da amostra foi adicionada
ao tubo Falcon de 15 mL com 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu. Apos 5 minutos, adicionou-
se 1,5 mL de carbonato de célcio (20%) e foi completado até 10 mL do tubo com agua destilada.
Esperou-se 30 minutos para ser feita a leitura a 760 nm em espectrofotdmetro (Perkin Elmer
uv).

Andlise cromatogréfica
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As anélises dos compostos fendlicos e cumaricos foram feitas de acordo com (SILVA
et al., 2021), com adaptacdes. Os parametros utilizados para analise podem ser encontrados no
Anexo 1. Para a quantificacdo dos compostos fenolicos e cumarinas, foi utilizado um
cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos e fluorescéncia
(HPLC-DAD-FLD) da marca Shimadzu, equipado com uma unidade de bombeamento de
solvente quaternaria (LC-20AT), um injetor automatico (SIL-20AHT), desgaseificador (DGU-
205), forno para coluna (CTO-20A), uma interface controladora (CBM-20A), um detector de
arranjo de diodos (SPD-M20A) e um detector de fluorescéncia (RF-20A).

A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna NUCLEODUR® 100-
5 C18 ec (150 mm x 4 mm ID; tamanho de particula de 5 um) acoplada & uma pré-coluna
ZORBAX Eclipse Plus C18 Agilent (4.6 mm x 12.5 mm). Acido acético 5% (solvente A) e
acetonitrila (solvente B) foram utilizados como fase movel, as quais tiveram os percentuais
variando ao longo das analises: 0 a 22,50 min (0-59% B); 22,50 a 24 min (59-0% B); 24 a 26
min (0% B). De acordo com o0 método, as corridas tiveram uma duracéo total de 26 minutos, a
um fluxo constante de 1,00 mL/min e temperatura do forno de 40°C.

Para a obtencdo das curvas analiticas, foi feita uma mistura com 0s 23 compostos
analisados, a uma concentracdo de 15 mg/L (solucdo estogque), em metanol. Através da solucao
estoque foram realizadas diluicOes e as faixas de concentracdo foram consideradas para as
curvas no detector de arranjo de diodos de 0,01 — 1,0 mg/L, para todos os compostos analisados
neste detector. Cinco compostos fenolicos (epicatequina, acido trans-feralico, piceatanol,
resveratrol e formononetina) e 3 cumarinas (7-hidroxicumarina, escopoletina, 4-
metilumbeliferona) foram analisados no detector de fluorescéncia e as curvas analiticas
estiveram na faixa de 0,01 — 5,0 mg/L. O limite de deteccdo (LD) foi de 0,005 mg/L e o limite
de quantificacdo (LQ) foi de 0,01 mg/L.

Atividade antimicrobiana

Para este experimento, foram escolhidos microrganismos de interesse alimentar e
utilizadas as seguintes cepas microbianas de referéncia: Candida albicans FIOCRUZ CPF
02508, Escherichia coli ATCC 28912 e Enterococcus faecalis ATCC 29212.

A atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos das prépolis de abelhas sem ferrdo
foram avaliadas pelo ensaio de microdiluigdo em caldo, conforme descrito pelo protocolo M27-
A3 para levedura e o protocolo M07-A9 para bactérias, ambos do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2008, 2012). Resumidamente, os microrganismos foram ajustados por

espectrofotometria para uma densidade 6ptica de 0,08-0,1 (530 nm para levedura e 600 nm
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para bactérias) pela escala de McFarland. Os extratos foram dissolvidos em dimetilsulfoxido
(DMSO), nas concentracdes 8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 e 1024 pg/mL. O in6culo foi
adicionado em placa estéril de 96 pogos, 100 uL por pogo, seguido da adi¢ao dos extratos de
prépolis em diferentes concentracdes. Como controle negativo, foi utilizado meio RPMI 1640
para levedura e meio Agar Mueller Hinton (MH) para bactéria com extratos de propolis em
diferentes concentragdes, porém sem o indculo. Como controle positivo, foram utilizados meios
de cultura com indculo fungico e bacteriano e sem nenhum tratamento. As placas foram entéo
incubadas por 48h a 37°C. Em seguida, o crescimento foi avaliado usando um
espectrofotémetro (Thermo Scientific, EUA) a 625 nm para levedura e 600 nm para bactéria.
Cada combinacdo de inoculo e tratamento com propolis foi realizada em triplicata para
obtencdo do valor da concentragdo minima inibitéria (CMI), que representou a menor
concentracdo que inibiu 100% do crescimento fangico e bacteriano. Para a determinacdo da
concentra¢do minima fungicida (CMF - concentracdo minima de extrato capaz de matar 100%
das leveduras) e da concentracdo minima bactericida (CMB - concentracdo minima de extrato
capaz de matar 100% das bactérias), aliquotas de cada poco do ensaio de microdiluicdo em
caldo foram semeadas em meio Agar Sabourad (DAS) para levedura e MH para bactéria, e
depois incubadas a 37°C por 48h. Assim, a concentracdo mais baixa que ndo revelou nenhum
crescimento fangico ou bacteriano visivel foi determinada como o MFC ou MBC.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrao, e a normalidade foi
verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para todas as varidveis. A analise de variancia
(ANOVA) foi aplicado para verificar diferencas significativas (P<0,05) por meio do software
estatistico SAS e os graficos de inibicdo de crescimento dos microrganismos foram elaborados
a partir do software GraphPad Prism v.8, onde foram apresentadas as curvas de inibi¢cdo para

as seis propolis selecionadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Fendlicos totais

O ensaio de Fenolicos totais (FT) consiste na reducdo dos sais tungstato de sodio e
molibidato de sodio, sais presentes no reagente Folin-Ciocalteu. Dentre as espécies redutoras
encontram-se 0s compostos fenolicos, logo ndo € um método de grande preciséo, ja que outros
compostos como a vitamina C, carboidratos e minerais podem interferir no resultado

(BOROSKI et al., 2015). Ainda assim, observou-se na (Tabela 1) a variacdo da composicao de
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FT de 13,45+1,64 a 82,05+2,33 mg GAE/g entre as espécies, mas também h& variacdes
consideraveis dentro das espécies: 30,13+0,0 a 51,90+2,47 mg GAE/g, para Plebeia sp.;
29,09+2,63 a 82,05+2,33 mg GAE/qg, para Melipona quadrifasciata; e 13,45+1,64 a 56,22+0,85
mg GAE/g, para Frieseomelitta doederleini. Ha diferenca estatistica entre todas as amostras,
demonstrando que mesmo a propolis pertencendo a mesma espécie de abelha. Esses resultados
sugerem que a localizacdo geografica e o ecossistema interferem sobre a composi¢do do
produto (SALATINO; SALATINO, 2021).

Tabela 1— Fendlicos totais no extrato etandlico de propolis de abelhas sem ferrdo de diferentes
localidades da Bahia em mgGAE/g

Espécie Amostra Fendlicos Totais (mg GAE/Q)
Plebeia sp. PL1 51,90+2,47°¢

PL2 30,13+0,0¢
Tetragonisca angustula TAl -*

TA2 -

TA3 -
Melipona quadrifasciata MQ1 82,05+2,33%

MQ2 29,09+2,63¢
Frieseomelitta doederleini FD1 13,45+1,64°

FD2 56,22+0,85"
Nannotrigona testaceicornes NT1 -

NT2 -

*N&o houve reacdo da amostra com o reagente; As médias com letras diferentes na mesma
coluna diferem em P <0,05; Os dados sdo mostrados como média * desvio padrdo; ND= nao
detectado pelo método; PL1, Plebeia sp., Palmeiras; PL2, Plebeia sp., Feira de Santana; TAL,
Tetragonisca angustula, Valenca; TAZ2, Tetragonisca angustula, Maragogipe; TAS3,
Tetragonisca angustula, Feira de Santana; MQ1; Melipona quadrifasciata, Feira de Santana;
MQ2 (Batume), Melipona quadrifasciata, Feira de Santana; FD1, Frieseomelitta doederleini,

Feira de Santana; FD2 (propolis viscosa), Frieseomelitta doederleini, Feira de Santana; NT1,
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Nannotrigona testaceicornes, Feira de Santana; NT2, Nannotrigona testaceicornes, Lauro de
Freitas.

Em trabalho sobre a prépolis da abelha Apis, DUCA et al. (2019), relataram uma
variacdo de 170,24+0,34 a 333,83 + 13,79 mg GAE/g entre amostras para fendlicos. Ja em outro
trabalho também para propolis de abelhas Apis, ANDRADE et al. (2017), encontraram 55,74
+ 0,48 mg GAE/g, 90,55 + 1,52 mg GAE/g e 91,32 + 0,49 mg GAE/g para as propolis marrom,
verde e vermelha, respectivamente. Esses valores sao proximos ou bastante superiores aos
mostrados nesse trabalho. Contudo, h4 trabalhos que relatam alto teor de FT para abelhas sem
ferrdo (ASF): 152,46 + 55,61 a 327,86 + 38,15 mg GAE/g (MULYATI et al., 2020), e 2192,7
+12,3a2391,0 + 16,1 mg GAE/g (ABDULLAH et al., 2020).

Os dados encontrados na literatura tém variagdes grandes quanto ao teor de FT, ainda
que para a mesma abelha, onde pode-se verificar por exemplo para o género Melipona sp. uma
variacdo de 3,87+0,32 a 211 = 7,5 mg GAE/100 g (CAMPOS et al., 2014a; TORRES et al.,
2018). As amostras MQ1 e MQ2 apresentaram 82,05+2,33 mg GAE/100g e 29,09+2,63 mg
GAE/100g, respectivamente, recordando que essas amostras também pertencem ao género
Melipona sp.

E interessante observar que as amostras TA1, TA2 e TA3 e as amostras NT1 e NT2
apresentaram absorbancia muito abaixo da Lei de Bee-Lambert, ndo havendo entdo resultados
detectaveis pela metodologia empregada. Para o género Tetragonisca sp. é sabido que a
atividade bioldgica da propolis € menor em comparacao com outras espécies, 0 que pode estar
ligada a baixa diversidade de compostos fendlicos (CAMPOS et al., 2015). Ademais, TORRES
et al., (2018), relataram apenas 1,26+ 0,17 mg GAE/g para o contetdo de fenélicos da prépolis
da abelha Tetragonisca angustula. Esse dado reforca a caréncia desses compostos nas amostras.

Detalhe a ser notado, € que ndo foram encontrados outros trabalhos que testaram o
banho-ultrassom como metodologia de extracdo de fendlicos para ambas as espécies, 0 que
reflete a escassez de trabalhos para as ASF, em particular & espécie Nannotrigona
testaceicornes, fazendo-se necessaria a execucdo de novos trabalhos para a verificagdo de

resultados.

Ainda sobre as espécies Nannotrigona testaceicornes e Tetragonisca angustula,
MANRIQUE e SANTANA, (2008), demonstraram que a espécie pode interferir sobre a

composigdo por conta dos habitos de forragem, e consequentemente sobre a a¢éo biologica do
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produto. Os resultados presentes na (Tabela 1) sdo entdo reforcados sobre a espécie ser fator
de interferéncia do constituinte da propolis e sua bioatividade.

Analise cromatogréfica

Os fitoquimicos sdo compostos ndo-nutrientes com atividade biol6gica encontrados em
vegetais e suas partes, sendo os mais estudados os compostos fendlicos, esses definidos como
compostos que possuem um ou mais anéis aromaticos ligados a um ou mais grupos hidroxila
(L1U, 2004). J& as Cumarinas, sdo compostos que possuem mais de um anel aroméatico com a
presenca de um oxigénio, e podem ser formadas a partir de um composto fendlico como é o
caso da propria cumarina que é derivada do &cido o-cumarico (DOS ANJOS et al., 2011). Esses
compostos estdo presentes na propolis por conta dos habitos de forragem das abelhas que
inserem resina vegetal e outras partes do vegetal na elaboracdo do produto. Devido a presenca
desses fitoquimicos, a propolis pode apresentar atividades diversas como: anti-inflamatdria,
imunomodulatéria, antimicrobiana, anticancer e antioxidante (SANCHES; PEREIRA;
SERRAO, 2017).

Os resultados apresentados na (Tabela 2) demonstram a variedade de Compostos
Fendlicos e Cumarinas. Como esses compostos estdo associados aos vegetais presentes no
ambiente, é importante evidenciar que com excecdo da amostra PL1 que foi colhida em
Palmeiras, na Chapada Diamantina, uma regido de encontro entre os biomas Caatinga, Cerrado
e Mata Atlantica, todas as outras amostras foram colhidas no bioma Mata Atlantica.
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Tabela 2— Compostos fendlicos encontrados nos extratos etanolicos de propolis de abelhas sem ferrdo de diferentes localidades da Bahia em mg/L.

Compostos Fendlicos PL1 PL2 TAl TA2 TA3 MQ1 MQ2 FD1 FD2 NT1 NT2
mg/L

Ac. galico 0,04+0,0¢ 0,02+0,0¢ ND ND ND 4,38+0,022 2,06+0,02°¢ 0,09+0,01¢ 2,57+0,03° ND 0,13+0,01¢
Catequina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND

Ac. caféico ND ND ND ND ND 0,81+0,01#2 0,07+0,0¢ ND 0,17+0,0° 0,09+0,0° 0,06+0,0¢
Epicatequina 0,07+0,0° 0,08+0,01¢ 0,15+0,01¢ 0,13+0,0¢  0,14+0,01 0,15+0,01¢ 0,17+0,0° 0,20+0,0° 0,18+0,01% 0,18+0,0° 0,19+0,0%
Ac. p-cumérico ND ND ND ND ND 2,81+0,142 0,19+0,0° 0,19+0,0° 1,35+0,0° 0,06+0,0° ND

Ac. transferulico ND 0,31+0,0? ND 0,07£0,0¢  0,07+0,0% ND 0,07£0,01¢ 0,08+0,0¢ 0,12+0,01° 0,07£0,0¢¢  0,07+0,0%
Ac. elagico ND ND ND ND ND 1,2040,032 0,23+0,01 0,20+0,02¢ 0,39+0,01° ND 0,26+0,01¢
Rutina ND ND ND ND ND 1,52+0,032 0,18+0,01°¢ ND 0,30+0,0° ND 0,17+0,0°
Piceatanol 0,11+0,0° ND 0,12+0,0° 0,11+0,0¢  0,12+0,01° 0,77+0,0° 0,11+0,0¢ 0,10+0,01f 0,23+0,0° 0,1+0,0f 0,11+0,0¢
Miricetina ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
Resveratrol 0,07+0,0¢ 0,11+0,0° 0,0610,04 0,06+0,0¢  0,06+0,0¢ 0,23+0,01° 0,06+0,0¢ 0,06+0,0¢ 0,06+0,0¢ 0,06+0,0¢ 0,06+0,0¢
Quercetina ND ND ND ND ND 0,16+0,02 ND 0,11+0,0° 0,12+0,0° ND ND
Ac.transcinamico ND 0,14+0,0¢ ND 0,06+0,09 0,07 1,60+0,022 0,19+0,0¢ 0,08+0,0¢ 0,65+0,0° 0,05+0,0" 0,06+0,09
Naringerina ND 0,07+0,0% 0,08+0,0° ND 0,07+0,0¢ 0,75+0,01° 0,09+0,0% 0,11+0,0¢ 1,00+0,02 ND ND
Kaempferol ND ND ND 0,11+0,0¢ 0,10+0,0¢ 0,32+0,02 0,12+0,0¢ 0,13+0,0° 0,21+0,01° 0,11+0,0¢ ND

Isoliquiritigenina 0,06+0,0¢ ND ND ND 0,08+0,01°¢ 0,09+0,0° ND ND 0,09+0,0? ND ND
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Formononetina 0,12+0,01°¢
Biochanina 0,03+0,0¢
Kaempferide ND
Cumarinas

7-Hidroxicumarina ND
Escopoletina ND

4-Metilumbeliferona ND

Cumarina 0,10+0,0%

ND

ND

ND

ND

ND

ND

2,34+0,032

ND

0,02+0,0¢

ND

ND

ND

ND

0,05+0,01¢

ND

0,02+0,0¢

0,2+0,0¢

ND

ND

ND

ND

ND

0,02+0,0¢

ND

ND

ND

ND

ND

45,40+0,36°
0,48+0,0°

0,33+0,0?

ND
0,10+0,02
ND

0,69+0,01°

1,28+0,04°
0,02+0,0°

0,2+0,0¢

ND
ND
ND

0,13+0,07¢

ND
0,02+0,0¢

ND

ND
ND
ND

0,07+0,0%

ND
0,53+0,02

0,26+0,01°

ND
ND
ND

0,28+0,0°

ND

0,02+0,0¢

ND

ND

ND

ND

ND

ND

0,01+0,0¢

ND

ND

ND

ND

ND

As médias na mesma linha com letras diferentes diferem em P < 0,05; <LQ, Limite de Quantificacdo (0,01); ND= ndo detectado pelo método; PL1, Plebeia sp., Palmeiras; PL2, Plebeia sp., Feira
de Santana; TAL, Tetragonisca angustula, Valenca; TA2, Tetragonisca angustula, Maragogipe; TA3, Tetragonisca angustula, Feira de Santana; MQ1; Melipona quadrifasciata, Feira de Santana;
MQ2 (Batume), Melipona quadrifasciata, Feira de Santana; FD1, Frieseomelitta doederleini, Feira de Santana; FD2 (prépolis viscosa), Frieseomelitta doederleini, Feira de Santana; NT1,

Nannotrigona testaceicornes, Feira de Santana; NT2, Nannotrigona testaceicornes, Lauro de Freitas.
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Os compostos fendlicos sdo amplamente estudados e buscados na propolis por acoes ja
conhecidas como anticancer, anti-inflamatorio, antioxidante e antimicrobiano (SANCHES;
PEREIRA; SERRAO, 2017). Por outro lado, outra classe de compostos pouco abordada nos
trabalhos para propolis e que mostrou-se presente neste trabalho sdo as Cumarinas, encontradas
em 7 das 11 amostras, sendo o composto cumarina o derivado com a maior presenca, onde a
concentracdo variou de 0,07+0,0 mg/L para a amostra FD1 até 2,34+0,03 mg/L para a amostra
PL2. A Escopoletina foi outra cumarina encontrada, mas apenas na amostra MQ1, na
concentracdo de 0,10+0,0 mg/L. Em outros trabalhos ndo é trazida a quantificacdo das
cumarinas, apenas se ha a presenca ou auséncia delas (ARAUJO et al., 2010; IBRAHIM et al.,
2016; MAT NAFI et al., 2019)

As cumarinas sdo compostos com atividades importantes como anticoagulantes,
antimicrobiano e antitumoral e que tem atraido a atencédo dos cientistas para o desenvolvimento
de métodos de obtenc&o a partir da propolis (HROBONOVA et al., 2013). Contudo, o uso da
prépolis como antitumoral e fazendo associacdo da atividade a cumarina ja é relatada na
literatura, inclusive para abelhas sem ferrdo (ARAUJO et al., 2010; MAT NAFI et al., 2019).
Entretanto, ndo sdo todas as propolis das abelhas sem ferrdo que apresentam o composto em
seu perfil quimico (IBRAHIM et al., 2016; MAT NAFI et al., 2019).

A grande maioria dos compostos identificados nesse trabalho ja sdo relatados em outros
artigos, por exemplo a biochanina, um composto isoflavonoide encontrado quase que
exclusivamente em vegetais da familia Leguminosae e um dos marcadores da prépolis vermelha
(DAUGSCH et al., 2008). Juntamente com a biochanina, a formononetina é outro composto
fenolico amplamente citado como um dos principais constituintes da prépolis vermelha e
também como um dos biomarcadores para esse tipo de prépolis (DA SILVA FROZZA et al.,
2013; LOPEZ et al., 2014). Contudo, a biochanina sé ndo pdde ser quantificada na amostra
PL2, mas estando presente em todas as outras amostras, enquanto que para a formononetina, a
maior concentracdo foi encontrada na amostra MQ1, 45,40+0,36 mg/L. Desse modo, isso
demonstra que plantas que sdo forrageadas pela abelha Apis mellifera também sdo alvos das
abelhas nativas, e que talvez esses compostos ndo sejam tdo seguros como biomarcadores para

a propolis, como tem sido relatado (LOPEZ et al., 2014).

Na (Tabela 2), é possivel verificar como as amostras TALl, TA2 e TA3 mantém a
composigdo e concentracdo quimica parecidas entre si, reforcando a ideia de que a préopolis

dessa abelha ndo tem grande diferencas na sua composicdo, ainda que haja mudanca do local
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de coleta (CARNEIRO et al., 2016). E possivel atribuir a caréncia de compostos fendlicos ao
habito de forragem da espécie o que pode ter impossibilitado a reagdo das trés amostras na
analise. Lembrando, que as abelhas sdo atraidas por terpenoides, sendo esse um dos principais
compostos volateis encontrados na propolis (LAVINAS et al., 2019), contudo, a quantidade de
resina produzida por um vegetal ndo determina a preferéncia das abelhas pelo ferrageamento
(LEONHARDT; BLUTHGEN, 2009).

O trabalho identificou o composto resveratrol na composicdo de todas as amostras em
concentragOes parecidas, mas com destaque para a amostra MQ1 que apresentou o teor quase
quatro vezes maior, 0,23+0,01 mg/L, que as demais amostras que apresentaram a concentragdo
de 0,06+0,0 mg/L. A amostra PL2 apresentou quase que o dobro da concentracdo em relacao
as outras 8 amostras, 0,11+0,0 mg/L, enquanto que a amostra PL1 teve um teor bem proximo
com 0,07£0,0 mg/L. Essa informacdo faz-se importante por haver poucos relatos na literatura
referentes a esse composto em propolis, no qual um trabalho identificou o resveratrol em
concentracdes que variam de 4,90 £ 0,57 a 188,50 £ 42,52 ug/mL (DUCA et al., 2019), outro
trabalho determinou as concentracOes de 0,9 a 1,4 pug/g (KASIOTIS et al., 2017) e outro relato
que apenas indica a presenta do composto (VOLPI, 2004). E nenhum desses relatos sao
referentes as abelhas sem ferrdo, sendo este trabalho possivelmente o primeiro a identificar

resveratrol em prépolis de abelhas sem ferréo.

O resveratrol € um composto de grande importancia cientifica por sua acdo anticancer,
antimicrobiana, anti-inflamatdria, mas principalmente antioxidante, sendo de grande potencial
para utilizacdo direta na pele, ja que sua metabolizacdo e excre¢do sao rapidas quando utilizada
por via oral, diminuindo o efeito objetivado (BERMAN et al., 2017). Sua presenca da-se numa
ampla gama de vegetais, inclusive na Myrtacea, a qual tem como um representante o Eucalipto,
género vegetal que tem tido sua expansdo como cultura agricola, e sabe-se que as ASF fazem
visita a essa arvore (FREITAS et al., 2008). Outro fator que reforca o eucalipto como possivel
fonte do resveratrol, € que a amostra com a maior concentragdo desse composto é a MQ1,
pertencente a espécie Melipona quadrifasciata, e tem-se 0 conhecimento dessa arvore como a
principal origem boténica para a geoprépolis advinda dessa abelha (MARTINS RIBEIRO; DA
LUZ; DE ALBUQUERQUE, 2019), além do pdlen do eucalipto ser o mais encontrado em
produtos das abelhas (DE SOUZA; DE ABREU; DE NOVAIS, 2019).
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Atividade antimicrobiana

Por conta da ndo deteccdo de reacdo na andlise de FT para as propolis das abelhas
Nannotrigona testaceicornes e Tetragonisca angustula, optou-se nesse trabalho por testar
somente as demais amostras (PL1, PL2, MQ1, MQ2, FD1 e FD2).

A (Tabela 3) apresenta 0 MIC e o MFC ou MBC dos microrganismos testados, e
juntamente com a Figura 2, a porcentagem de inibi¢éo do crescimento desses microrganismos.
A atividade antimicrobiana de produtos naturais pode ser associada aos compostos fendlicos ali
presentes, como exemplos: Acidos fendlicos (ac. galico, ac. cafeico, &4c. p-cumarico), estilbenos
(resveratrol), flavonoides (quercetina, miricetina, rutina, kaempferol, formononetina), além das
cumarinas (LIU, 2004; TAKO et al., 2020). E possivel verificar esses grupos e exemplos de
compostos na Tabela 2, demonstrando desse modo a capacidade antimicrobiana dos extratos de
propolis neste trabalho. Entretanto, é dificil relacionar especificamente um composto com a
atividade buscada e a dosagem segura, pois vitaminas e minerais também sdo capazes de
comportar-se como agentes com efeitos bioldgicos, além de haver compostos que ainda nao
foram identificados ou foram recentemente relatados, e que podem estar promovendo atividade
funcional (OANH et al., 2021). Outro fato a ser reconhecido, é o sinergismo dos Varios
compostos que constituem e potencializam os efeitos terapéuticos da prépolis (BHARGAVA
etal., 2021).

Tabela 3 — CMI e CMB ou CMF para Candida albicans, Escherichia coli e

Enteroccocus faecalis.

Espécie  Candida albicans  Escherichia coli Enteroccocus faecalis
Amostra
CMI CMF CMI CMB CMI CMB
(mg/m)  (ng/m)  (ug/m)  (ug/m)  (ng/mL) (Hg/mL)
PL1 512 512 - - - -
PL2 256 256 - - 512 -
MQ1 512 512 - - 1024 -
MQ?2 256 256 512 - - -

FD1 512 512 - - - -
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FD2 256 512 - - 1024 -

CMlI=concentragdo  minima inibitéria; CMF=concentracdo  minima  fungicida;
CMB=concentragdo minima bactericida; PL1, Plebeia sp., Chapada Diamantina; PL2, Plebeia
sp., Feira de Santana; TA1, Tetragonisca angustula, Valenca; TA2, Tetragonisca angustula,
Maragogipe; TA3, Tetragonisca angustula, Feira de Santana; MQ1; Melipona quadrifasciata,
Feira de Santana; MQ2 (Batume), Melipona quadrifasciata, Feira de Santana; FD1,
Frieseomelitta doederleini, Feira de Santana; FD2 (propolis viscosa), Frieseomelitta
doederleini, Feira de Santana; NT1, Nannotrigona testaceicornes, Feira de Santana; NT2,

Nannotrigona testaceicornes, Lauro de Freitas.

Como pode ser visto na (Tabela 3), a Candida albicans foi 0 microrganismo mais
suscetivel as propolis das ASF, pois todas as amostras demonstraram capacidade inibitoria,
sendo a prépolis PL2 e MQ2 a mais eficiente, apresentando as menores concentracdes para o
CMI e o CMF, 256 pg/mL. CAMPOS et al., (2014), observaram que o extrato da propolis da
abelha Melipona orbignyi exerceu efeito inibitdrio e fungicida e bactericida para a Candida
albicans e Staphylococcus aureus, sendo o efeito bactericida na concentragéo de 3,1 mg/mL e
o efeito fungicida de 50 mg/mL, porém ndo houve acdo contra Escherichia coli, bactéria gram-
negativa. Esse estudo corrobora em parte com os resultados apresentados na Tabela 3 para o

extrato da abelha Melipona quadrifasciata.

A dificuldade em atingir a atividade antimicrobiana em bactérias gram-negativas por
meio da prépolis ja é conhecida em outros estudos (ABDULLAH et al., 2019; DEVEQUI-
NUNES et al., 2018). O que sabe-se sobre essa bactéria, é que sua capacidade de resisténcia
pode ser categorizada em quatro grupos: resisténcia intrinseca, aquisicdo de resisténcia,
modificacdes genéticas que impedem o reconhecimento do antibidtico e transferéncia
horizontal de genes entre bactérias (BREIJYEH; JUBEH; KARAMAN, 2020). Por conta desses
fatores, supde-se que a E.coli seja capaz de contornar os efeitos da propolis, havendo pouca ou
nenhuma atividade sobre essa bactéria. Desse modo, observou-se apenas resultados de MIC

para as prépolis MQ2 na concentragdo de 512 pg/mL, e nenhum dos extratos apresentou MBC.

Também ndo foram obtidos resultados de CMB para a bactéria E. faecalis. Por outro
lado, as amostras MQ1 e FD2 obtiveram efeito bacteriostatico na maior concentragéo, 1024
png/mL, enquanto que o melhor resultado foi visto para a amostra PL2 da abelha Plebeia sp. na
concentracdo de 512 pg/mL. DE SOUZA et al., (2018), encontraram para a propolis da abelha
Frieseomelitta longipes atividade inibitoria para a bactéria Enteroccocus faecalis na
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concentracéo de 125 pg/mL, e para a levedura Candida albicans, a concentracdo variou de 62,5
a 250 pg/mL. Ja TORRES et al., (2018), identificaram maior sensibilidade de bactérias gram-
positivas em relacdo a gram-negativas a propolis da abelha Melipona quadrifasciata, ao mesmo
tempo que a bactéria Enteroccocus faecalis teve inibicdo com a concentracdo ao redor de 4

mg/mL.

A (Figura 2) demonstra o comportamento das curvas de inibicdo para o0s trés
microrganismos testados. Como pode ser visto no grafico da C. albicans, esse foi o Unico
microrganismo que apresentou CMI em todas as propolis. A amostra MQ2, pertencente & abelha
Melipona quadrifasciata, foi a Unica a apresentar atividade fungicida e bactericida contra todos
0s microrganismos, inclusive a bactéria gram-negativa E. coli. Essa propolis apresenta 16 dos
23 compostos analisados, sendo a 3° amostra mais rica em compostos entre as 11 amostras
analisadas. Esse resultado corrobora com DOS SANTOS et al., (2017), que encontraram menor
suscetibilidade de bactérias gram-negativas, Escherichia coli e Pseudomonas areuginosa, do
que da bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus para a propolis da M. quadrifasciata.
SILVA-BELTRAN et al., (2021), citam que a propolis é capaz de causar a bacteriolise pela
desorganizacdo da membrana citoplasmatica e da parede celular, o que dificulta o crescimento
das células bacterianas, sendo essa uma possivel explicacdo para maior susceptibilidade das

gram-positivas em relacdo as gram-negativas.

Figura 2. Curvas de inibicdo de crescimento dos microrganismos: (a) Candida albicans, (b)

Escherichia coli e (c) Enteroccocus faecalis em dosagens que variaram de 8 a 1024 pg/mL
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(b) Escherichia coli
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O é&cido galico € um composto com atividade antimicrobiana j& reconhecida contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas (LIMA et al., 2019), dessa maneira, este trabalho
relata concentragdes relevantes desse composto para as amostras MQ1 (4,38+0,02 mg/L) e FD2
(2,57£0,03 mg/L), amostras essas que conseguiram inibir o crescimento da E. faecalis. J& a
amostra PL2, que também possui 0 composto acido galico, porém em gquantidade muito menor,
pode ter sua capacidade de inibicdo da E. faecalis associada a cumarina na concentracdo de

2,34+0,03 mg/L, sendo essa a amostra com 0 maior teor desse composto.
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Concluséo

Os resultados encontrados para este trabalho estdo de acordo com outras pesquisas. E
possivel concluir que a espécie e localidade de obtencdo da propolis influenciam sobre o perfil
quimico e concentracdo, visto que ha diferencas estatisticas quanto aos fendlicos totais, e
principalmente com relacéo a analise cromatogréafica de compostos no produto, verificando-se
que as amostras MQ1, FD2 e MQ1, apresentaram 18, 17 e 16 dos 23 compostos analisados,
respectivamente. Foi verificado e quantificado resveratrol, 0,06+£0,0 a 0,23+0,0 mg/L, em todas
as amostras de propolis analisadas, anteriormente so descritas para a abelha Apis mellifera. As
cumarinas encontradas em concentragoes que variaram de 0,05+0,01 a 2,34+0,03, também sdo
compostos poucos descritos na literatura e que apresentam potencial biolégico. Quanto a
atividade antimicrobiana, os resultados demonstraram que apenas a Candida albicans foi
suscetivel a todos os extratos de prépolis, e foi possivel verificar uma maior resisténcia da
bactéria gram-negativa Escherichia coli. Desse modo, a prépolis mostra-se como potencial
fonte de biocompostos para a aplicacdo em diferentes setores como industria, alimentos,
cosméticos e farmacos, sendo utilizada como por exemplo para conservacdo de alimentos,

sanitizantes, novas drogas e empregada em artigos de cosméticos.
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ANEXO 1

Tabela 1: Compostos fenolicos e cumarinas com seus respectivos comprimentos de ondas
analisados no detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).

Compostos A (nm) Compostos A (nm)
Ac. gélico 270
catequina 280
ac. caféico 323 cumarina 280
quercetina 370
ac. p-cumarico 310 ac. trans- 280
cinamico
naringenin 290
kaempferol 365
isoriquiritigerina 370
ac. elagico 367
rutina 354 biochanina 260
kaempferide 365
miricetina 372

Tabela 2: Compostos fendlicos e cumarinas com seus respectivos comprimentos de ondas
analisados no detector de fluorescéncia (HPLC-FLD).

Compostos Excitagdo (nm) Emisséo (nm)
epicatequina 280 313
7-hidroxicumarina 280 440
Escopoletina 280 440
ac. trans-feralico 280 440
4-metilumbeliferona 280 440
Formononetina 280 440
piceatanol 330 400
resveratrol 330 400

Tabela 3: Pardmetros das curvas analiticas para o detector de arranjo de diodos.

Composto Faixa (mg/L) R?
Ac. galico 0,01-1,0 0,9953

ac. caféico 0,01-1,0 0,9958



ac. p-cumarico
7-hidroxicumarina
Escopoletina

ac. elagico
rutina

miricetina
4-metilumbeliferona

cumarina
quercetina
ac. trans-cindmico
naringerina
kaempferol
isoliquiritigenina

biochanina
kaempferide

0,01-1,0
0,01-1,0
0,01-1,0

0,01-1,0
0,01-1,0

0,01-1,0
0,01-1,0

0,01-1,0
0,01-1,0
0,01-1,0
0,01-1,0
0,01-1,0
0,01-1,0

0,01-1,0
0,01-1,0

0,9951
0,9948
0,9959

0,9928
0,9943

0,9941
0,9977

0,9933
0,9902
0,9954
0,9958
0,9903
0,9955

0,9952
0,9943

Tabela 4: Parametros das curvas analiticas para o detector de fluorescéncia.

Faixa

Composto (mg/L) R?
epicatequina 0,01-5,0 0,9982
7-hidroxicumarina 0,01-5,0 0,9998
escopoletina 0,01-5,0 0,9988
Ac. trans-ferulico 0,01-5,0 0,9984
piceatanol 0,01-5,0 0,9985
4-metilumbeliferona  0,01-5,0 0,9997
resveratrol 0,01-5,0 0,9990
formononetina 0,01-5,0 0,9984
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